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INTRODUCTION AND OBJECTIVES

Atrial fibrillation (AF) is the most common sustained cardiac arrhythmia in clinical
practice. Its incidence increases two-fold per decade after 55 years of age, affecting ~5% of
population over 65 years of age. AF alters electrophysiological, histological and contractile
atrial properties in a way that promotes both the occurrence and persistence of the arrhythmia,
a phenomenon called “atrial remodelling”. Electrical remodelling mainly consists of an
inhomogeneous shortening of both action potential (AP) and atrial refractory period durations
(APD and ARP respectively), which allows for a higher number of excitation wave fronts to
coexist simultaneously and disorderly in the atria. The shortening of APD and ARP are
caused by changes in the expression levels of the channels that generate the currents that
underlie atrial AP. In the human atrial myocardium, the height and duration of the plateau
phase of the AP are determined by the balance between the inward Ca®" current (Ica.) and two
outward K currents, the ultrarapid component of the delayed rectifier current (lx,,) and the 4-
aminopyridine-sensitive component of the transient outward current (ly;). Human cardiac |y,
is carried by Kv4.3 a-subunits co-assembled with different B-subunits.

The endocannabinoid system is a modulating system that regulates the nervous, immune
and endocrine systems, although its effects can affect many other systems such as the
cardiovascular one. Endocannabinoids (EC) are synthesized on demand in the myocardium
where they modulate cardiac contractility and frequency and exert cardioprotective and
antiarrhythmic actions in ischemia-reperfusion models. It has been proposed that in some
pathologic situations, such as AF, EC synthesis is increased. However, there are no data
regarding the expression of cannabinoid (CB) receptors in human myocardium and the
possible electrophysiological direct effects produced by EC and EC-related compounds.
There are also no data on the effects produced by the activation of the CB receptors on ion
channels involved in the repolarization of human atrial APs. Thus,it would be of interest to
analyze the effects of these compounds on the Kv4.3 channels which generate the l;,; and are
critically involved in human atrial repolarization.

Therefore, the main objectives of this Doctoral Thesis were:

a) To analyze the putative non-receptor mediated effects of EC and EC-related compounds
[anandamide (AEA), methanandamide (MetAEA), 2-arachidonoylglycerol (2-AG), L-a-
lisofosfatidilinositol (LPI), oleoylethanolamide (OEA), stearoylethanolamide (SEA) and

palmitoylethanolamide (PEA)] on Kv4.3 channels cloned from human tissue.
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b) To analyze the putative non-receptor mediated effects of the corresponding fatty acids
from which ethanolamides are endogenously synthesized [arachidonic acid (AA), oleic
acid (OA), stearic acid (SA), and palmitic acid (PA)] on Kv4.3 channels.

c¢) To determine the expression levels of CB receptor type 1 (CB1), type 2 (CB2), and G
protein-coupled receptor 55 (GPRS55) in atrial samples obtained from patients in sinus
rhythm (SR) and AF.

d) To determine the effects produced by the activation of CB receptors on Kv4.3 channels,
as well as the intracellular signalling pathway responsible for them.

e) To analyze the non-receptor and receptor mediated effects of the EC on Iy, current

recorded in human atrial myocytes.

RESULTS

We first studied the non-mediated effects of AEA, its metabolically stable analog
MetAEA, 2-AG, and LPI, by using the whole-cell configuration of the patch-clamp technique
in Chinese hamster ovary (CHO) cells stably expressing the o-Kv4.3 and B-KChIP2a
subunits.

All compounds decreased Kv4.3+KChIP2a peak current amplitude (lgxvs3) and
significantly accelerated the kinetics of the inactivation process. For a better characterization
of the steady-state block, we calculated the reduction of the total charge crossing the
membrane through Kv4.3+KChIP2a channels at +50 mV (Qgw3) produced by each
compound at different concentrations. The Hill equation was fitted to the data yielding an I1Csg
0f 0.4+0.01 uM for AEA, 0.5+0.02 uM for MetAEA, 0.3+0.01 uM for 2-AG, and 8.0+0.9 uM
for LPI, respectively.

All compounds, except LPI, modified the voltage dependence of Kv4.3+KChIP2a
channels inactivation by shifting the inactivation curve to more negative potentials.
Representation of the relative current as a function of the membrane potential, demonstrated
that the EC-induced blockade significantly increased in the voltage range coinciding with that
of channel inactivation, suggesting that EC blocked Kv4.3+KChIP2a channels preferentially
in the inactivated state.

To get a deeper insight into the mechanism responsible for the non-mediated effects of
AEA on Kv4.3+KChIP2 channels, we performed the following groups of experiments. First,
CHO cells stably expressing Kv4.3+KChIP2 were transiently transfected with MiRP2 or
DPP6 encoding genes to analyze the effects produced by AEA in the presence of these -
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subunits. The results demonstrated that the auxiliary subunits were not involved in the effects.
Moreover, by using time-resolved fluorescence intensity and anisotropy measurements, we
demonstrated that the effects were not mediated by changes on the membrane order and/or
microviscosity. Finally, in another set of experiments, we compared the blockade produced by
AEA when it was added extra- or intracellularly. The results suggested that the blockade was
produced as a consequence of the AEA interaction with the extracellular face of the channel.

AEA also inhibited ly; recorded in human atrial myocytes. These experiments were
developed in the presence of CB1 (rimonabant) and CB2 (AM630) receptor antagonists and,
thus, suggest that AEA effects were receptor-independent.

Next, we analyzed the effects on Igy43 of the fatty acids (AA, OA, SA, and PA) and their
respective ethanolamides (OEA, SEA, and PEA). AA, OA and OEA inhibited lxy43 in a
concentration-dependent manner and modified the voltage dependence of Kv4.3+KChIP2a
channels inactivation by shifting the inactivation curve to more negative potentials. On the
contrary, SA, PA, SEA and PEA only slightly blocked Kv4.3+KChIP2a channels and did not
modify the voltage dependence of the inactivation process. In order to find a relationship
between their potency of block and their structure, we compared the concentration-response
curves for all ECs, ethanolamides, and fatty acids tested. The results suggested that the
number of carbon atoms in the fatty acid chain, but not the presence or absence of the
ethanolamide group, determines the potency of block, which increased when the number of
carbon atoms increased. The presence of double bonds in the fatty acid chain is also critical.

Afterwards we determined by PCR the expression of CB1, CB2 and GPRS55 receptors in
human atrial samples obtained from patients in SR and with chronic AF. CB receptors were
expressed in human atrial appendages and chronic AF markedly and significantly increased
their expression.

The next group of experiments, was performed in cells stably expressing CB1 (CHO-
CBI1) or GPR55 (CHO-GPRS5S5) receptors. These cells were transiently transfected with the
gene encoding human cardiac Kv4.3 and currents were recorded using the whole-cell patch-
clamp technique. CB1 and GPR55 receptors were stimulated with WIN55,212-2 and with LPI
and PEA, respectively.

CBI1 and GPRS55 receptor activation inhibited lky43 in a concentration-dependent manner.
WINS55,212-2, LPI and PEA produced a more marked lky43 inhibition by activating CB
receptors than that produced when they directly interact with the channel protein. Moreover,
WINS55,212-2 and PEA but not LPI, modified the voltage dependence of Kv4.3+KChIP2a

channels inactivation by shifting the inactivation curve to more negative potentials.
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WINS5,212-2 also inhibited Iy, recorded in human atrial myocytes, and significantly
accelerated its inactivation kinetics. However, LPI and PEA, produced less marked effects on
atrial myocytes than in the heterologous GPRS5S5 receptor system. Therefore, effects of the
activation of GPRS5S5 receptors on lgy43 were not further analyzed.

Finally we analyzed the signalling pathway underlying the effects produced by CBI1
receptors activation. The results demonstrated that the stimulation of CBI1 activated
phospholipase C (PLC), an effect which in turn increased the IP; and DAG levels. This lead
to the activation of protein kinase C (PKC) and to an increase of the intracellular Ca*"
concentration which, in turn, activated the Ca**/calmodulin-dependent protein kinase II
(CaMKII). Both kinases (PKC and CaMKII) could interact with different sites of Kv4.3

channel, modulating the current amplitude.

CONCLUSIONS AND DISCUSSION

In this Doctoral Thesis we have demonstrated that AEA, 2-AG and MetAEA produce a
non-receptor mediated blockade of human cardiac Kv4.3+KChIP2a channels stably expressed
in a mammalian cell line. Blockade of Kv4.3+KChIP2a channels produced by EC is due to
their direct interaction with the external side of the pore-forming o-Kv4.3 subunit.
Interactions with auxiliary subunits or effects caused by disturbances in the cell membrane
were discarded.

Moreover, data obtained in human atrial myocytes demonstrate that EC and their analogs
inhibit native ly,; in a non-receptor mediated manner, thus confirming the results obtained in
cell lines transfected with Kv4.3+KChIP2a channels.

We have also demonstrated that chronic AF increases the expression of CB receptors.
Furthermore, EC can also modulate the native l;,; and Kv4.3 channels through the stimulation
of CB1 receptors. Finally, we have demonstrated that the effects produced by CB1 receptor
stimulation on Kv4.3 channels are caused by the activation the PLC/IPs/DAG signaling
pathway, which, in turn, stimulates CaMKII and PKC, being these two kinases the putative
modulators of the channel activity.

Overall, we propose that ECs modulate Kv4.3 channels, which generate human cardiac
lior and, therefore, modulate atrial AP morphology. This latter effect could be particularly
interesting in situations in which EC synthesis is increased or in which the level of expression

of CB receptors is increased, such as in AF.
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2-AG: 2-araquidonoilglicerol

4-AP: 4-Aminopiridina

9-CPA: 9-ciclopentil adenina

AA: Acido araquidénico

AC: Adenilato ciclasa

ACh: Acetilcolina

AD: Auricula derecha

ADNec: Acido desoxirribonucleico complementario

ADP: Adenosin difosfato

AEA: Anandamida

Al: Auricula izquierda

AKAP: Proteina de anclaje para la PKA

AM251: 1-(2,4-Dichlorophenyl)-5-(4-iodophenyl)-
4-methyl-N-1-piperidinyl-1H-pyrazole-3-
carboxamide

AM281: 1-(2,4-Dichlorophenyl)-5-(4-iodophenyl)-
4-methyl-N-4-morpholinyl-1H-pyrazole-3-
carboxamide

AMO630: 6-lodo-2-methyl-1-[2-(4 morpholinyl)ethyl]-
1H-indol-3-yl] (4-methoxyphenyl) methanone

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico

AO: Acido oléico

AP: Acido palmitico

ARAII: Antagonista del receptor de angiotensina I1

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

ARNI: Acido ribonucleico ribosémico

AS: Acido estearico

AsODN: Oligonucleotidos antisentido (Antisense
oligonucleotides)

ATP: Adenosin trifosfato

AV: Auriculo-ventricular

BAPTA: Acido 1,2-Bis (2-Aminophenoxy)ethane-
N,N,N’,N'-tetraacético

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

CaM: Calmodulina

CaMKII: Proteina quinasa II dependiente de
Ca’'/CaM

CB1: Receptor de cannabinoides tipo 1

CB2: Receptor de cannabinoides tipo 2

CEso: Concentracion que produce la mitad del

efecto maximo observado

CHO: Células de ovario de hamster chino (Chinese
Hamster Ovary cells)

ClIso: Concentracion que produce una inhibicion de
la corriente del 50%

BK(,: Canales de K' activados por Ca*" de alta
conductancia C-terminal: Carboxilo-terminal

COS-7: CV-1 (simio) en Origen, y llevando el
promotor SV40

CPA: 9-Ciclopentiladenina

Ct: Ciclo umbral en el que la fluorescencia de la
muestra se hace detectable por encima del fondo

CTX: Caribdotoxina

D: Dominio

DAG : Diacilglicerol

DE: Desviacion estandar

DHP: 1,4-Dihidropiridinas

DIA: Dominio de interaccion a del canal de Ca**

DIB: Dominio de interaccion p del canal de Ca**

DMSO: Dimetilsulfoxido

DPA: Duracion del potencial de accion

DPA,: DPA medida al n % de la repolarizacion

DPP: Proteinas dipeptidilpeptidasas

DTX: Dendrotoxina

E: Potencial transmembrana

ECG: Electrocardiograma

EEM: Error estandar de la media

EGTA: Acido etilenglicol-bis-(2-aminoetiléter)-
tetraacético

Ex: Potencial de Nernst para el K"

E..: Potencial de membrana

ERK: Extracelullar signalling-regulated kinase

f: Fraccion de aumento/bloqueo producida por un
farmaco

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

FA: Fibrilacién auricular

FAAH: Amido hidrolasa de acidos grasos (atty acid
amide hidrolase)

FAc: Fibrilacion auricular cronica

FV: Fibrilacion ventricular
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G: conductancia

AG: Energia de Gibbs

GAPDH: Gliceraldehido fosfato deshidrogenasa
(Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase)

GMPc: Guanosin monofosfato ciclico

GPR: receptores acoplados a proteinas G (protein
coupled receptors)

GTP: Guanosin trifosfato

HCN: Canales activados por la hiperpolarizacion y
regulados por nucleotidos ciclicos
(Hyperpolarization activated Cyclic Nucleotide-
gated channels)

HEK293: Células embrionarias humanas de rifiéon
(Human Embrionic Kidney cells)

HEPES: Acido N-Hidroxietilpiperacina-N’-
etanesulfonico

hERG: Human Ether-a-go-go Related Gene

HpTXs: Toxina Heteropoda

HTA: Hipertension arterial

HVA: High-Voltage Activated

i: Intensidad de corriente unitaria

I: Intensidad de corriente macroscopica

I,: Corriente transitoria de salida de K en neuronas

Ica: Corriente de entrada de Ca**

lcar/ lcar: lca generada por canales tipo L/tipo T

IECA: Inhibidor de la enzima convertidora de
angiotensina

I Corriente hiperpolarizante marcapasos (funny
current)

Ig: Inmunoglobulina

Ix,: Corriente de K con rectificacion interna

I ach: Corriente de salida de K" activada por ACh

I atp: Corriente de K sensible a ATP

lg: Corriente rectificadora tardia de K" de
activacion rapida

lxs: Corriente rectificadora tardia de K de
activacion lenta

lxw: Corriente rectificadora tardia de K' de
activacion ultrarrapida

Ixwas: Corriente de K’ generada por canales

Kv4.3+KChIP2a

lxv7.1: Corriente de K' generada por canales
Kv7.11y: Corriente de activacion lenta y que no
inactiva en neuronas

Iy: Corriente de inactivacion lenta en neuronas

IMC: indice de masa corporal

Ina: Corriente de entrada de Na*

InaL: Corriente tardia de entrada de Na*

Inaca: Corriente del intercambiador Na'/Ca*

[ion]e;: Concentracion extra/intracelular del ion

IP5: Inositol 1,4,5-trifosfato

l,s: Corriente sostenida

l,o1: Corriente transitoria de salida de K cardiaca
|t01’s: Corriente transitoria de salida lenta de K*

lio1,£2 Corriente transitoria de salida rapida de K"

li2: Corriente transitoria de salida de CI activada
por Ca**

I-V: Relacion intensidad de corriente-voltaje

JNK/SAPK: Jun amino-terminal kinases/stress-
activated kinases

k: Valor de la pendiente de una curva

[K']ei: Concentracion extra/intracelular de K

Kach: Canales de K activados por ACh

Katp: Canales de K activados por ATP

Kca: Canales de K activados por Ca*

KChAP: K* Channel-Associated Protein

KChIP: Kv Channel Interacting Protein

Kir: Canales de K rectificadores internos

Kv: Canales de K" dependientes de voltaje

Kv4.3-L: Variante larga del canal Kv4.3

Kv4.3-S: Variante corta del canal Kv4.3

logD: Coeficiente de distribucion

logP: Coeficiente de particion

LPI: L-a-lisofosfatidilinositol

Ltk: Fibroblastos de raton carentes de tirosina
quinasa

LVA: Low-Voltage Activated

MAGL: Monoacilglicerol lipasa

MAPK: Quinasas activadas por mitdgenos

MetAEA: R-(+)-meta-anandamida
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minK: Minimal K* channel subunit

MiRP: MinK-Related Peptides

N-terminal: Amino-terminal

NAAA:  N-acylethanolamine-hydrolising  acid
amidase

NAB: N-terminal A and B box, también dominio T1

NBD: Dominios de unién de nucleétidos

ny: Coeficiente de Hill

NO: Oxido nitrico

OEA: oleoiletanolamida

Pion: Permeabilidad de la membrana a un
determinado ion

PA: Potencial de accion

PA-DPH: Sonda fluorescente 2-carboxietil-1,6-
difenil-1,3,5-hexatrieno

PaTXs: Phrixotoxinas

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

PDE: Fosfodiesterasa

PEA: palmitoiletanolamida

PIP,: Fosfatidilinositol-4,5-bifosfato

PKA: Proteina quinasa dependiente de AMPc

PKC: Proteina quinasa C

PKG: Proteina quinasa dependiente de GMPc

PLC: Fosfolipasa C

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

PPAR: Receptor nuclear de peroxisomas
(peroxisome proliferator-activated receptor)

PR: Potencial de reposo

PTX: Toxina pertussis

Q: Carga

Qkva3: carga total que atraviesa la membrana a
través canales Kv4.3+KChIP2a

gPCR: Reaccidon en cadena de la polimerasa

Qss: Quasi-Steady-State del canal K¢y,

Q-V: Relacion carga-voltaje

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

RMB: Rimonabant

ris: Anisotropia de fluorescencia en estado

estacionario

RS: Ritmo sinusal

r(t): Anisotropia de fluorescencia con resolucion
temporal

RT-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa con
transcripcion  inversa (Reverse transcription
polymerase chain reaction)

I.: Anisotropia residual o limite

SA: Senoauricular

SCE: Sistema cannabinoide endogeno

SEA: estearoiletanolamida

SJLN: Sindrome de Jervell y Lange-Nielsen

SM: Sindrome metabolico

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

SNC: Sistema nervioso central

SNP: Sistema nervioso periférico

SQTC: Sindrome de QT corto

SQTL: Sindrome de QT largo

SR141716A: N-Piperidino-5-(4-chlorophenyl)-1-
(2,4-dichlorophenyl)-4-methylpyrazole-3-
carboxamide

SUR: Receptor de sulfonilureas

T: Constante de tiempo

T: Temperatura absoluta

TALK: TWIK-related ALkalosis-activated K"
channels

TASK: TWIK-related Acid-Sensitive K* channels

TEA: Tetractilamonio

THC: A9-tertrahidrocannnabinol

THIK: Tandem pore domain Halothane Inhibited
K" channels

TM: Transmembrana (segmento)

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

TREK: TWIK-RElated K* channels

TTX: Tetrodotoxina

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

V: Voltaje

Vh: Valor del punto medio de una curva
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WINS55-212,2: (R)-(+)-[2,3-dihydro-5-methyl-3[(4-
morpholinyl)methyl]pyrrolo[1,2,3-de]-1,4
benzoxazinyl]-(1-aphthalenyl)methanone
mesylate

Z: valencia de un ion
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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 funcion presenta tejidos especializados en los que
se generan automaticamente impulsos que se conducen de forma organizada y provocan la
contraccion periddica del miocardio. El corazén estd formado por dos tipos de musculo: el
auricular y el ventricular, de los que depende su capacidad contractil, y las fibras del tejido
especializado de conduccion, encargadas de la transmision de los impulsos a través del

corazon.

Nodo SA

Auricula

Nodo AV

F’-J\ Purkinje
y

Endocardio

ﬁ Fibras de |—

Miocardio
medio

Septo
Vi Epicardio

VD

0.2 sec

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

En condiciones fisioldgicas, 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 (AD) (Figura I.1). El nodo SA genera unos 60-90
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potenciales de accion (PA) por minuto que se propagan sin disminucion de amplitud hasta que
todas las células cardiacas son excitadas. Desde el nodo SA, el impulso se propaga por todo el
tejido auricular a una velocidad de 0.3 m/s para, a continuacion, llegar al nodo auriculo-
ventricular (AV), Unica via que permite la comunicacién eléctrica entre auriculas y
ventriculos en condiciones fisioldgicas. En el nodo AV, el estimulo se ralentiza antes de pasar
al ventriculo (0.01-0.05 m/s). El impulso pasa después a las fibras de transicion y al sistema
de His-Purkinje, a través del cual se conduce muy rédpidamente (2-4 m/s). El haz de His se
bifurca en una rama derecha y varias izquierdas, que acaban ramificindose profusamente en
fibras de Purkinje, desde donde la activacion se extiende por el musculo ventricular,
empezando por el septo medio izquierdo y la base de los musculos papilares y, de ahi, al resto
de los ventriculos. La rdpida velocidad de conduccion intraventricular (0.3-4 m/s) tiene como
mision permitir que ambos ventriculos se contraigan de forma sincrénica en un corto espacio
de tiempo, algo esencial para que se realice de forma eficaz la funcién de bomba (Hoffman y
Cranefield, 1960; Delpon y Tamargo, 2010).

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

automatismo, la refractariedad y la conduccion del impulso cardiaco.

1.1. Excitabilidad

La membrana citopldsmica es una barrera que separa dos medios acuosos de diferente
composicion. Esta diferencia entre ambos medios origina un gradiente de concentracion que
induce la difusién de moléculas desde el medio donde estan mas concentradas hacia el medio
en el que lo estdn menos (Tabla I.1). Termodinamicamente, 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 cuantificO esta energia como una variacion de potencial

eléctrico:
AG = —R-T"In([ion]./[ion];) (I.1)

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

Asi, si la membrana es Unicamenente permeable al K", éste difundira desde el interior

(donde esta mas concentrado) hacia el exterior de la célula (donde esta menos concentrado),
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. . , , . , . + .
por lo que el interior se tornard mas negativo, con lo que volvera a atraer iones K™ hacia el

interior de la célula. La energia de atraccion también puede cuantificarse:
AG =-EzF (1.2)

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

difusion:
E-zF = R-T-In([ion]./[ion];) (1.3)

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

1888):
E = (R T/zF)-In([ion]./[ion];) (1.4)

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

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

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

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

La diferencia de potencial que existe a ambos lados de la membrana se denomina
potencial de membrana (Ey,) y viene determinada por la concentracion de iones a uno y a otro
lado de la misma, asi como por la permeabilidad de la membrana a cada ion (Hoffman y
Cranefield, 1960). En condiciones normales, las células musculares auriculares y
ventriculares presentan un £y, de aproximadamente -85 mV, mientras que en las células de los
nodos SA y AV el Ey, es de entre -45 y -65 mV. En las células auriculares y ventriculares el
valor del E,, se mantiene constante si la célula no se estimula. A esta diferencia de potencial
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
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concentracion y el transporte activo de dichos iones en contra de su gradiente. Pero, ademas,
algunas células como las nerviosas y las musculares son excitables: son capaces de variar esta
diferencia de potencial generando impulsos eléctricos (o PA) en respuesta a un estimulo
mediante el intercambio de iones entre los medios intra y extracelular. En el miocardio, estos
impulsos se propagan para convertirse en el factor determinante de la contraccion ritmica del
corazon. El control del intercambio i6nico resulta ademds esencial para evitar una excesiva
presion osmotica debida a los cambios en la osmolaridad de ambos medios.

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

€S

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

Fz ) | (IK"]; P +[Na" ], Py, +[CI" ], Fy)

donde Pk, Pv.y Pc representan la permeabilidad de la membrana al K*, al Na* y al CI',

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

En condiciones de reposo, el Na" y el Ca®" estan més concentrados en el medio
extracelular, mientras que el K' y 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
concentracion (sin gasto de energia) o en contra de gradiente (y, por lo tanto, con gasto
energético) y requiere de sistemas especializados de transporte como los canales i6nicos o las
proteinas transportadoras.

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

e Formar poros hidrofilos a través de los cuales los iones atraviesan la membrana a favor de

gradiente de concentracion y de potencial eléctrico (gradiente electroquimico), permitiendo el
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paso de iones masivamente (hasta 10° iones/s) y generando una corriente ionica.
e Discriminar los iones que pasan a su través, gracias a un filtro de selectividad. El
mecanismo de selectividad se basa tanto en el tamafio del ion en su forma hidratada como en
su carga, de modo que ciertos residuos del canal se alinean en el poro e interaccionan con los
iones formando barreras termodindmicas que favorecen el paso de unos iones frente a otros.
e Controlar la permeabilidad de la membrana a cada ion mediante la transicion entre los
diferentes estados del canal (abierto-conductor y cerrado e inactivo-no conductor). Entre los
diferentes estados del canal se encuentran, al menos, un estado abierto y dos o mas no
conductores (estados cerrado e inactivo). Los cambios conformacionales de la proteina entre
los distintos estados son lo que se denomina el gating del canal y se producen de forma muy
rapida (<10 ps). Segun el estimulo que origine estos cambios conformacionales, los canales se
clasifican en canales dependientes de voltaje (dependen del E,,), canales activados por ligando
(el proceso de apertura y cierre depende de la uniéon de moduladores externos como hormonas
0 neurotransmisores) y canales operados por segundos mensajeros (el gating esta regulado por
factores intracelulares como el Ca®" o subunidades de proteinas G). En el caso de los canales
dependientes de voltaje, la proteina presenta una serie de aminoacidos que se encuentran
cargados a pH fisioldgico y que se mueven en un campo eléctrico muy limitado y confinado
en la bicapa lipidica de la membrana celular, originando unas corrientes que se denominan
corrientes de gating (Armstrong y Bezanilla, 1973; Armstrong, 1974) y cuya magnitud es
muy pequeiia, ya que en este proceso se produce un desplazamiento de carga equivalente al
movimiento lineal de =12-13 electrones (Schoppa y cols., 1992; Hirschberg y cols., 1995).
Las proteinas transportadoras facilitan el movimiento de pequenas moléculas a través de
la membrana. Estas proteinas s6lo pueden fijar una o unas pocas moléculas al mismo tiempo
para transferirlas al otro lado de la membrana, por lo que la velocidad de transporte es mas
lenta que la de los canales i6nicos (10°-10* moléculas/s). Dentro de este grupo se encuentran
proteinas como las bombas idnicas o los cotransportadores:
e Las bombas ionicas son enzimas de membrana que utilizan la energia liberada en la
hidrolisis del adenosin trifosfato (ATP) para transportar iones a través de la membrana en
contra de gradiente en un proceso denominado “transporte activo”. Debido a su mecanismo,
se denominan ATPasas.
e Los cotransportadores o intercambiadores, al igual que las bombas iodnicas, trasladan
moléculas en contra de su gradiente de concentracidon, aunque en este caso la energia que

. . ., , . + .
alimenta el proceso procede de la difusion de otras moléculas, normalmente iones Na . Si los
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. + . . ., ,
iones Na se mueven en la misma direccion que la molécula transportada se habla de un
cotransportador, mientras que si se mueven en direccidbn contraria se habla de un
. . . . +

intercambiador. Posteriormente, las ATPasas se encargan de restaurar el gradiente de Na'. Por

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

1.1.2. El potencial de accion

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 cardiaca. Por el contrario, cuando no se alcanza el potencial
umbral, s6lo se genera una respuesta local que no se propaga a las células colindantes: es un
estimulo “todo o nada”. El PA es un cambio transitorio en la polaridad de la membrana
resultante de multiples cambios secuenciales en la permeabilidad de la misma a los diferentes
iones. La entrada de cargas positivas en la célula produce la despolarizacion, con lo que el
interior de la célula va haciéndose mas positivo (en su valor maximo, el potencial puede
alcanzar valores cercanos a +40 mV), mientras que la salida de cargas positivas es

responsable de la repolarizacion.

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

Corriente despolarizante en la fase 0 INa Ica

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

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

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

Velocidad maxima de despolarizacion 200-1000 2-15

(mV/s)

Factor de seguridad Alto Bajo

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

Tabla 1.2. Caracteristicas de los PA rapidos y lentos. TTX: Tetrodotoxina. DHP: Dihidropiridinas.

En el corazén se registran PA de diversos tipos (Figura I.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 Na', mientras que en las células de los nodos SA y AV la
despolarizacion es debida a la lenta entrada de iones de Ca®". Por lo tanto, en el corazén
existen células que generan PA rapidos o “dependientes de Na™ y células que generan PA
lentos o “dependientes de Ca®>™ (Tabla 1.2) (Coraboeuf y Otsuka, 1956; Beeler y Reuter,
1977; Carmeliet y Vereecke, 1979).
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1.1.2.a. PA rapidos o dependientes de Na"

Los PA rapidos o dependientes de Na' presentan 5 fases (Figura 1.2) (Hoffman y
Cranefield, 1960; Nattel, 2002; Delp6n y Tamargo, 2010).

0omv RSO Aoy W
\

<_._>IK1

Figura 1.2. PA auricular ripido o “dependiente de Na™. Representacion esquematica de las distintas fases

del PA, donde se representan las diversas corrientes ionicas de entrada y de salida implicadas en el mismo.

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

La fase 1 de rapida repolarizacion es consecuencia de la inactivacion de la Iy, (paso del
canal a una conformaciéon no conductora) y de la activacion de dos corrientes de salida de K
dependientes de voltaje: a) la corriente transitoria (/;1), que se activa e inactiva rapidamente y
que juega un papel fundamental en el control de la duracion del PA (DPA) sobre todo a nivel
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 inactivacion (/xy), que es especificamente auricular
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(Fedida y cols., 1993; Snyders y cols., 1993; Wang y cols., 1993).

La fase 2 (o fase de meseta) representa el delicado equilibrio entre dos corrientes de
entrada, la In,r (Rudy, 1978; Saikawa y Carmeliet, 1982; Clarkson y cols., 1984; Gintant y
cols., 1984; Patlak y Ortiz, 1985) y la corriente de entrada de Ca®" tipo L (Ic.) (Nilius y cols.,
1985; Bean, 1989; Bers y Pérez-Reyes, 1999), y tres corrientes rectificadoras tardias de salida
de K" de activacion ultrarrépida, rapida y lenta (Ikur, Ik: € Ixs, respectivamente) (Sanguinetti y
Jurkiewicz, 1990 y 1991; Wang y cols., 1993 y 1994).

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

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

En la figura 1.3 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 DPA (Figuras I.1 y 3), lo que ha sido atribuido a la diferencia de densidad del tipo de canal

i6nico expresado.
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Auricula Ventriculo
1 2

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

1.1.2.b. PA lentos o dependientes de Ca®*

Los PA dependientes de Ca>" se generan en las células de los nodos SA y AV cuyo PR es
de = -55 mV (Figura 1.4). A este potencial, la Iy, esta totalmente inactivada, por lo que la fase
0 de los PA en estas células se debe a la entrada de Ca*" a través de los canales de Ca®” tipo L.
También se generan PA dependientes de Ca® en las células de los anillos de las valvulas
mitral y tricispide y en células anormalmente despolarizadas (Reuter, 1973; Cranefield y

Aronson, 1975).
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Figura L.4. PA lento o “dependiente de Ca*"”. Representacion esquematica de las distintas fases del PA,
donde se representan las diversas corrientes ionicas de enrada y de salida implicadas en el mismo.

La activacion de la Ic, 1. es mucho mas lenta que la de la In,, por lo que la amplitud de los
PA dependientes de Ca”>" es menor (=70-80 mV) y su propagacion mucho mas lenta (0,02-
0,05 m/s), lo que explica su denominacion de PA lentos (Isenberg y Klockner, 1982; Noble,
1984). La fase 2 (de meseta) se debe a un equilibrio entre la inactivacion de la Ic,p y la
activacion de la Ik, y la fase 3 (de rapida repolarizacion) se debe a la activacion de las

corrientes de K rectificadoras tardias.
1.2. Automatismo

Aunque todos los miocitos cardiacos son excitables y responden a los estimulos eléctricos
generando PA, algunos, ademas, presentan actividad 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 tienen actividad automatica, careciendo de ella las células
musculares auriculares y ventriculares (Hoffman y Cranefield, 1960). Los PA generados en
estas estructuras presentan una fase 4 de lenta despolarizacion diastolica que desplaza el nivel
del E,, hasta el nivel de potencial umbral y cuando éste se alcanza, se genera un nuevo PA
propagado. La frecuencia de disparo de una célula automdtica depende del potencial
diastolico maximo, del nivel de potencial umbral y de la pendiente de la fase 4 de lenta
despolarizacion diastdlica (Figura 1.4).

Una caracteristica de las células automaticas dependientes de Na' es que cuando son

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

El mecanismo responsable de la fase 4 de lenta despolarizacion diastélica varia en los
distintos tejidos cardiacos automaticos. En las células del sistema His-Purkinje esta fase se
debe a la activacion mantenida de la corriente hiperpolarizante marcapasos o “funny current”
(Iy), una corriente de entrada de Na' y K" generada a través de canales activados por la
hiperpolarizacion y regulados por nucleotidos ciclicos (canales HCN, hyperpolarization-
activated cyclic nucleotide-gated), y a la reduccion de la Ik, previamente activada durante la
fase 3 del PA. La I se activa durante la fase 3 cuando el £, se hace mas negativo de -50 mV
(D1 Francesco, 2006; Baruscotti y cols., 2010). En las células de los nodos SA y AV, cuando
el E,, alcanza valores de -50 mV se activa, ademas de la I, la corriente de entrada de Ca*" a
través de los canales tipo T (Ica1), lo que acelera la fase final de la despolarizacion diastélica
(Irisawa y Hagiwara, 1988). Finalmente, cuando se alcanza el potencial umbral, se activa la

Icay, 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 corazdn requiere cierto tiempo para recuperar
la excitabilidad tras un primer estimulo, tiempo que se conoce como “periodo refractario”
(Bowditch, 1871).

En las células que generan PA dependientes de Na’, el periodo refractario viene
determinado por la cinética de reactivacién de la Iy,. Los canales de Na’ permanecen en
estado de reposo durante la diastole (fase 4), se abren durante la fase 0 del PA y, a
continuacion, pasan a un estado inactivo no conductor en el que permanecen hasta que la
repolarizacion alcanza valores mds negativos de -50 mV. Dado que el estado inactivo no
permite la entrada de Na”, la aplicaciéon de un estimulo durante las fases 1y 2 y al comienzo
de la fase 3 es incapaz de generar una respuesta propagada. Al periodo de tiempo durante el
que la célula cardiaca es incapaz de generar un PA y permanece inexcitable se le denomina
“periodo refractario absoluto” (Weidmann, 1955a; Hoffman y Cranefield, 1960; Hondeghem

y Katzung, 1977). Conforme el E,, se repolariza entre -50 y -90 mV, cierta proporcion de los
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canales de Na' pasan del estado inactivo al estado de reposo y, por lo tanto, la aplicacion de
un estimulo eléctrico es capaz de generar una respuesta. Esta respuesta tendra menor amplitud
y se conducird, por tanto, mas lentamente. Por lo tanto, existe un periodo de tiempo durante el
cual la célula es excitable, pero en el que ain no ha recuperado la excitabilidad
completamente. Durante este periodo de tiempo, denominado “periodo refractario efectivo”,
un estimulo supraumbral puede producir una respuesta local, pero no un PA propagado
(Hoffman y Cranefield, 1960). Al periodo refractario efectivo le sigue otro periodo de tiempo
durante el cual un estimulo es capaz de inducir la génesis de un PA propagado, denominado
“periodo refractario relativo”. A este nivel, la Iy, todavia no se ha reactivado por completo,
por lo que si en este momento se genera un PA prematuro, éste va a presentar menor amplitud
y una duracién mas corta que un PA generado cuando la célula se ha repolarizado y
recuperado por completo su excitabilidad. La duracién del periodo refractario cardiaco
determina la maxima frecuencia de estimulacioén cardiaca y varia con la DPA. Las células
auriculares presentan una menor duracion del PA y del periodo refractario que las
ventriculares (=200 ms en las primeras frente a los ®300 ms de las segundas), lo que explica
por qué la frecuencia de las arritmias supraventriculares es mayor que la de las ventriculares.
El periodo refractario protege al corazon de aquellas situaciones en las que la frecuencia es
muy rapida, y en las que, por tanto, se impide la relajacion completa del musculo cardiaco,
disminuyendo su funcion de bomba.

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

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

1.4. Propagacion del impulso cardiaco

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

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

carga segun la ecuacion:
Q=E, Cy (1.6)

donde Q es la carga acumulada y C,, la capacitancia de la membrana, que depende de las
propiedades dieléctricas de la bicapa lipidica y de la geometria de la membrana. La Cy,
impone un retraso en la variacion del voltaje y en la propagacion del estimulo, ya que
cualquier variacion en el £, 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 resistencia (1-3 Q-cnt’,
unas 700 veces menor que la de la resistencia externa de la membrana), a las que se denomina
“uniones estrechas” (gap junctions). En condiciones fisiologicas, la resistencia longitudinal o
intracelular, determinada por las uniones estrechas y el citoplasma, es minima, lo que permite

un acoplamiento célula-célula que facilita la propagacion sincronica del impulso cardiaco.
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Figura L.5. Representacion esquematica de la propagacion del impulso cardiaco

El impulso cardiaco se genera en el nodo SA y se propaga de forma electrotonica a las
células excitables vecinas, desplazando su nivel de E, hasta el nivel de potencial de
membrana de la célula vecina ya excitada. Cuando esto sucede, se genera un nuevo PA, que a
su vez despolarizara electrotonicamente las células vecinas hasta el nivel de potencial umbral
produciendo la génesis de un nuevo PA y asi sucesivamente (Figura 1.5). La capacidad del
PA propagado para desplazar el PR de una célula adyacente hasta el potencial umbral y
generar un nuevo PA se denomina “factor de seguridad”. Cuanto mayor sea la amplitud de la
Ina que genera el PA, mayor serd la velocidad de conduccién con que éste se conducira por el
miocardio y, por lo tanto, mayor serd el factor de seguridad de propagacién del impulso
cardiaco. Por el contrario, en todas aquellas situaciones en las que la Iy, esté parcialmente
inhibida o en aquellas células que generen PA dependientes de Ca®*, o tras la estimulacion
prematura, el factor de seguridad de propagacion del impulso serd menor (Delpén y Tamargo,
2010). El bloqueo de la conducciéon 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 través del nodo AV, la propagacion se ralentiza,
lo que permite que la contraccién 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),
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exisitiendo una relacion entre los intervalos del ECG y las secuencias de activacion y
repolarizacion. La activacion auricular (fase 0 de los PAs) corresponde a la onda P, y la
ventricular, al complejo QRS, cuya duracion es inversamente proporcional a la velocidad de
conduccion intraventricular. El intervalo PR refleja el tiempo de conduccién a través del nodo
AV, el haz de His y sus ramas, y se prolonga cuando disminuye la velocidad de conduccion
en dichas estructuras. La duracién del intervalo QT refleja el tiempo de repolarizacion

ventricular (Figura I.1).

2. CANALES IONICOS DEPENDIENTES DE VOLTAJE IMPLICADOS EN EL
POTENCIAL DE ACCION CARDIACO

2.1. Canales de Na*

Los canales de Na' dependientes de voltaje son fundamentales en la génesis y
propagacion de la sefial eléctrica en tejidos excitables como el corazén, 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 de Na'. A continuacion, el canal se inactiva rapidamente, lo
que produce el cese de la entrada de Na™ (Catterall, 2000; Yu y Catterall, 2003). El paso desde
el estado inactivo hasta el estado de reposo se denomina “reactivacion del canal” y es
necesario para que el canal pueda volver a abrirse. En situacion fisioldgica, 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 I que, a
las concentraciones empleadas en terapéutica, se unen con mayor afinidad a los estados

abierto e inactivo del mismo (Catterall, 2000; Yu y Catterall, 2003).
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2.1.1. Estructura de los canales de Na"

Los canales de Na' dependientes de voltaje estin compuestos por una subunidad
conductora a (de la que se han caracterizado 12 isoformas) y una o varias subunidades
accesorias B (B; a B4) (Figura 1.6 y Tabla 1.3) (Catterall, 2000; Goldin, 2002; Catterall y cols.,
2005a; George, 2005; Abriel, 2010).

Subunidad a Subunidad §
Gen Proteina Cromosom Tejido Gen Proteina Cromosoma Tejido
a

SCNI1A Navl.1* (o) 2q24 SNC SCNIB  NavBl.1* (B)) 19q11 SNC
SCN2A Navl.2 (ay) 2923 SNC SCN2B  Navp2.1* (B,) 11924 SNC
SCN3A Nav1.3* (03) 2q24 SNC SCN3B  Navf3.1* (B3) 11926 SNC
SCN4A Navl.4* (04) 17921 ME SCN4B  Navp4.1 (By) 11924 SNC
SCNSA Nav1.5% (as) 3p21 MC
SCN6A  Nav2.1* (a)  2q21-23 Utero
SCN7A oy 2q36-37 SNC
SCN8A Navl1.6* (ag) 2ql3 SNC
SCN9A Navl.7 2q24 T
SCN10A Navl.8 3p22 SNP
SCN11A Navl.9 3p21 SNC
SCNI12A 3p23-21.3 SNC

Tabla 1.3. Subunidades que forman el canal de Na" en el hombre. *Subunidades que se expresan en el
corazéon. MC: Musculo cardiaco. ME: Musculo esquelético. SNC: Sistema nervioso central. SNP: Sistema
nervioso periférico. T: Tiroides. [Adaptada de Nerbonne y Kass, 2005]

e Subunidad o

. + ~ 1; r
Las subunidades a de los canales de Na™ pertenecen a una pequefia familia de proteinas
con una secuencia aminoacidica altamente conservada que se expresan en diferentes tejidos y

que codifican canales cuyas propiedades no son idénticas (Goldin, 2002).
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Figura 1.6. Estructura del canal de Na*. Esquema de las subunidades o y p del canal de Na'. En la subunidad a,
se indica los diferentes dominios (DI a DIV) con sus segmentos en diferentes colores. Estos segmentos
transmebrana se pliegan para formar un canal de Na' que deja un poro idnico en su interior (recuadro).

[Adaptada de Meisler and Kearney, 2005].

El gen SCN5A codifica la subunidad o Navl.5, responsable de la Iy, cardiaca. Esta

subunidad estd formada por 4 dominios homoélogos (DI a DIV), con 6 segmentos TM

dispuestos en a-hélice cada uno (S1 a S6). Los segmentos de cada dominio se conectan

mediante secuencias hidrofilicas no conservadas. El lazo que une los segmentos S5 y S6,

denominada “lazo P”, es extracelular y forma parte del poro i6nico. Los extremos carboxi- y

amino-terminal (C- y N-terminal, respectivamente) y los lazos de union entre los diferentes

dominios son intracelulares (Goldin, 2002; Yu y Catterall, 2003) (Figura 1.6).

7 + . . .
En la membrana, la proteina del canal de Na orienta sus cuatro dominios de forma

simétrica de manera que los S5 y S6 junto con los lazos P forman las paredes del poro

hidréfilo. Los S1-S4 de los cuatro dominios quedan apartados del poro rodeados por los

fosfolipidos de la membrana. Clasicamente, se ha considerado que el S4 queda, a su vez,

rodeado por el resto de segmentos TM. La mayor parte de los residuos que forman los S5 y

S6 de los 4 dominios son hidrofobos. Por su parte, los S4 presenta un residuo cargado

(arginina o lisina) cada tres aminodcidos, formando una hélice de cargas positivas en la

membrana. En total, 22 aminoacidos cargados positivamente (cuatro cargas positivas en el DI,

cinco en los DII y DIIT y ocho en el DIV) que aparecen conservados en todas las isoformas

del canal de Na" y que actian como “sensor de voltaje” (Stithmer 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).
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Cuatro de los residuos presentes en los lazos P forman un anillo que se denomina “locus
DEKA”: 4cido aspartico en DI, acido glutdmico en DII, lisina en DIII y alanina en DIV. Esta
estructura determina la conductancia y la selectividad ionica del canal al Na', asi como la
uniéon de toxinas (Noda y cols., 1989; Terlau y cols., 1991). La sustitucion de estos cuatro
aminoacidos por residuos de acido glutdmico (que son los aminodcidos presentes en las
posiciones analogas en el canal de Ca™") convierte los canales de Na' en selectivos para el

Ca®" (Heinemann y cols., 1992).

¢ Subunidades auxiliares

Las principales subunidades reguladoras del canal de Na’ son las subunidades B, de las
que en la actualidad se conocen 4 isoformas (B; a Bs4) (Tabla 1.3) (Morgan y cols., 2000;
Goldin, 2002). Son proteinas con un tnico dominio TM, un extremo N-terminal extracelular y
un extremo C-terminal intracelular y presentan una secuencia tipo inmunoglobulina (Ig)
(Isom y Catterall, 1996). Estas subunidades no forman parte del poro conductor del canal,
pero regulan el gating del mismo, su expresion en la membrana y la unién con otras
moléculas de la matriz extracelular y del citoesqueleto (Isom y Catterall, 1996).

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

por la subunidad o Nav1.5 (Balser y cols., 1996; Makielski y cols., 1996; Balser, 2001).
2.1.2. Caracteristicas de la Iy,

La Ina es la responsable de la fase 0 de los PA generados en las células musculares
auriculares y ventriculares y en el sistema de His-Purkinje (Brown y cols., 1981; Fozzard y
cols., 1985). La despolarizacion inicia un cambio conformacional que produce la apertura del
canal de Na" (Hirschberg y cols., 1995; Yang y Horn, 1995). La Iy, alcanza un pico maximo
en 0.5-2 ms, y, a continuacion, se inactiva de forma rapida (Figura 1.7). 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 i6nico intracelular, lo que impide la muerte celular.
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La inactivacion de la Iy, cardiaca sigue un proceso biexponencial, presentando un
componente rapido y uno lento (Rudy, 1978; Saikawa y Carmeliet, 1982; Clarkson y cols.,
1984; Patlak y Ortiz, 1985; Balser, 2001). La rapidez de la activacion y la inactivacion sugiere
que ambos procesos podrian estar acoplados (Aldrich y cols., 1983; Catterall, 2000; Balser,
2001; Ulbritch, 2005). Incluso, el canal puede parsar al estado inactivo sin haber pasado por el
estado abierto (“inactivacion del estado cerrado) (Horn y cols., 1981). Se ha demostrado que
la “inactivacion rapida” depende de tres residuos hidrofobicos presentes en el lazo DIII-DIV,
la “secuencia IFM” (Ile1488, Phel1489 y Met1490) (Eaholtz y cols., 1994). Ademas, el
extremo C-terminal participa en la estabilizacion de esta inactivacion, disminuyendo la
probabilidad de reapertura (Mantegazza y cols., 2001; Cormier y cols., 2002; Motoike y cols.,
2004).

La “inactivacion lenta” es un proceso que se prolonga durante varios cientos de ms y que
es responsable del control de la entrada de Na™ durante la fase de meseta del PA cardiaco,
contribuyendo de este modo al mantenimiento de dicha fase (Clarkson y cols., 1984;
Carmeliet, 1987; Fozzard y cols., 1987; Balser, 2001). La inactivacion lenta disminuye al
aumentar la concentracion extracelular de Na” (Oxford y Yeh, 1985) y parece estar regulada
por un complicado mecanismo en el que estan involucrados los cuatro dominios del canal

(O’Reilly y cols., 1999; Vilin y cols., 1999).

A —— B

Figura 1.7. Registros de ly,. (A) Trazos de Iy, registrados en miocitos ventriculares humanos tras la aplicacion
de pulsos de 50 ms a potenciales entre -60 y +70 mV desde un potencial de fijacion de -100 mV. (B) I,
registrada en nuetro laboratorio en células CHO transfectadas de forma transitoria con la subunidad o Navl1.5 y
la subunidad 1 tras la aplicacion de pulsos de 50 ms a potenciales desde -80 hasta +70 mV desde un potencial
de fijacion de -120 mV [Adaptada de Miiller-Ehmsen y cols., 1999 (A)]
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2.1.3. Canalopatias asociadas a los canales de Na' cardiacos

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

A nivel cardiaco, las mutaciones en el gen que codifica la subunidad Nav1.5 (SCN5A) se
han relacionado con la aparicion de arritmias ventriculares (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; Tan y cols., 2001; Grant y cols., 2002;
Darbar y cols., 2008; Amin y cols., 2010; Wilde y Brugada, 2011; Nuifiez y cols., 2012).

2.2. Canales de Ca*"

Los canales de Ca®" dependientes de voltaje permiten la entrada de Ca®" en respuesta a la
despolarizacién de la membrana y son esenciales para acoplar las sefiales eléctricas en la
superficie celular con la respuesta fisioldgica a nivel celular (Nilius y cols., 1985; Bean, 1989).
Inicialmente, los canales de Ca*" dependientes de voltaje se clasificaron segin la magnitud de
la despolarizacion requerida para su activacion: los que requerian una fuerte despolarizacion
(HVA, High Voltage Activated) y los que requerian una despolarizaciéon menor (LVA, Low
Voltage Activated). Los canales LVA son los que hoy en dia se conocen como canales de Ca*"
tipo T, que se activan rapidamente a £, ~-50 mV y que se inactivan también rapidamente
(Catterall y cols., 2005b; Nerbonne y Kass, 2005). Los canales HVA se abren cuando se
despolariza la membrana hasta =-30 mV y su inactivacion puede prolongarse hasta 100 ms.
Estos canales presentan diferentes propiedades cinéticas, biofisicas y farmacoldgicas y, hasta
el momento, se han identificado 5 subtipos (L, N, P, Q y R). Sin embargo, en el miocardio
humano s6lo se ha demostrado la presencia de los canales de Ca®" tipo L y tipo T.

Los canales de tipo L se localizan principalmente en los tibulos T de la membrana,
proximos a los receptores de rianodina (RyR2) del reticulo sarcoplasmico. La entrada de Ca*"
a través de canales tipo L promueve la apertura de los RyR2 con la consiguiente salida de
Ca’" desde el mismo. Es decir, que la corriente de entrada de Ca*’ tipo L (/car) provoca la

2+sy

liberacién de “Ca’" inducida por Ca”™ y con ello dispara la respuesta contractil de los

miocitos cardiacos. A su vez, la I, determina a nivel eléctrico la fase de meseta del PA. Por
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su parte, los canales tipo T se localizan principalmente en las células auriculares y en las
células del nodo SA y en las fibras de Purkinje, mientras que su presencia en las células
ventriculares es minima (Mitra y Morad, 1986; Hagiwara y cols., 1988; Bean, 1989; Yuan y
cols., 1996).

2.2.1. Estructura de los canales de Ca*"

Los canales de Ca® dependientes de voltaje son heterotetrameros compuestos por las
subunidades a;, B y 02/9, y, en algunos tejidos, la subunidad y (Bodi y cols., 2005; Catterall y
cols., 2005b; Nerbonne y Kass, 2005). Hasta ahora, se han identificado los genes que
codifican la expresion de 10 subunidades o, (Catterall y cols., 2005b), 4 subunidades 3, 4
complejos a,/d y 8 subunidades y (Tabla 1.4), aunque, a nivel cardiaco, solo se ha demostrado
la existencia de las subunidades reguladoras B y a,/3. Los diferentes tipos de I, se definen en
funcién de la subunidad a; que forma el canal, mientras que las subunidades reguladoras a,/9,
By vy modulan su trafico a la membrana y/o las propiedades biofisicas de la corriente (Figura

1.8) (Bodi y cols., 2005; Catterall y cols., 2005b; Nerbonne y Kass, 2005).

1185 1se

Figura L.8. Estructura del canal de Ca*" tipo L. /Adaptada de Bodi y cols., 2005]

e Subunidad a
La familia Cavl codifica las subunidades a; de los canales de Ca®" tipo L, siendo la

Cavl.2 (a;c) la que se expresa predominantemente en el corazoén (Bodi y cols., 2005). La
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familia Cav2 codifica las subunidades a; de los canales tipo P/Q, N y R, que se encuentran
mayoritariamente en el cerebro, y la familia Cav3 codifica las subunidades o, de los canales
tipo T (Tabla 1.4) (Pérez-Reyes, 2003). Los canales de Ca®" presentan una gran homologia
estructural con los canales de Na' dependientes de voltaje. Las subunidades a; presentan 4
dominios homologos (DI a DIV), cada uno compuesto por 6 segmentos TM en a-hélice (S1 a
S6) (Figura 1.8). El canal de Ca*" presenta 4 cargas positivas en los S4 de cada dominio,
dando lugar al sensor de voltaje. Estos residuos cargados estan altamente conservados en
todas las familias de canales de Ca®". Como en los canales de Na', el lazo P que une los S5 y
S6 de los cuatro dominios contribuye a formar el poro del canal. Cada uno de los lazos P de
los cuatro dominios contiene un residuo de glutdmico (“locus EEEE”). Estos residuos forman
una zona de alta afinidad por el Ca*" y conforma el filtro de selectividad del canal (Mikala y

cols., 1993; Klockner y cols., 1996; Koch y cols., 2000).

Subunidad o, Subunidades B reguladoras
Proteina Gen Cromosoma lca Proteina Gen Cromosoma
Caval Cavll(wms) CACNAIS  1g3132 L |Cavp B CACNBI  17q112
C*(‘;llc')z* CACNAIC  12p133 L B, CACNB2  10pl2
Cavl3(mp) CACNAID  3pld3 L s CACNB3 12q12
Cavld(wy) CACNAIF  Xpll23 L B CACNB4 2q23
/%avaz w/d* CACNA2DI  7ql12
Cava2 Cav2.l(ms) CACNAIA 19p13 1())/ w/3* CACNA2D2  3pl4
Cav22(a;5) CACNAIB 9q34 N w/8; CACNA2D3  3pl3
C*(‘;f; " CACNAIE  1q2531 R w/5s CACNA2D4  12pl3
Cavy Y1 CACNGI 17926
Cav3.1*
Cava3 P CACNAIG 17q21 T " CACNG2 22q13
*
C'z‘;fH)z CACNAIH  16p133 T " CACNG3 16p12
Cav33 () CACNAII 22q13 T Yo CACNG4 17426
¥s CACNGS 17426
Y6 CACNG6  19q13.4
- CACNG7  19q13.4
Y8 CACNGS  19q13.4

Tabla L.4. Proteinas que forman los canales de Ca** dependientes de voltaje humaneos. * Subunidades que se
expresan en el corazon. [Adaptada de Nerbonne y Kass, 2005]
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¢ Subunidad f

Las subunidades B son proteinas citosélicas que se ensamblan con las subunidades o,
mediante un dominio de interaccion § (DIB) que se une al dominio de interaccion a (DIA) de
la subunidad a; (Figura 1.8) (De Waard y cols., 1994; Pragnell y cols. 1994). Estas
subunidades regulan la expresion en la membrana de los canales de Ca* HVA (Bichet y cols.,
2000). Ademas, modulan las propiedades biofisicas del canal (Jangsangthong y cols., 2010) e
intervienen en la regulacion por el pH (Schuhmann y cols., 1997) o por receptores [-
adrenérgicos (Mikala y cols., 1998). Otro posible papel de las subunidades P es intervenir en
el proceso de “facilitacion” de la Ic,r (Cens y cols., 1996; Buraei y Yang, 2010). La
facilitacion produce un aumento de la densidad de corriente y una ralentizacion de la
inactivacion tras la fosforilacion del canal por la proteina quinasa II dependiente de

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

e Subunidad a,/5

El complejo 0,/ estd formado por la unién mediante un puente disulfuro de la subunidad
extracelular a, y la subunidad transmembrana & (Figura 1.8). La funcion del complejo ay/d
varia segun las subunidades a; y  con las que interacciona, aunque se ha sugerido que el
dominio d interviene en los cambios cinéticos mientras que el domino a, es responsable del

aumento de la expresion del canal en la membrana (Hofmann y cols., 1994; Mori y cols.

1996).

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

tejido cardiaco (Kang y Campbell, 2003).
2.2.2. Caracteristicas de la /¢, .
La IcaL registrada en miocitos cardiacos presenta un potencial umbral de activacion de

alrededor de -30 mV y alcanza su maxima amplitud a potenciales entre 0 y +10 mV. La

activacion y la inactivacion son relativamente lentas, alcanzandose el pico méaximo al cabo de

1-5 ms (Figura 1.9).
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La inactivacion de la corriente es un proceso que depende del voltaje y de la
concentracion intracelular de Ca®" ([Ca®']}) (Kass y Sanguinetti, 1984; Lee y cols., 1985;
Zhang y cols., 1994). En los canales de Ca®", los procesos de inactivacién y de recuperacion
de la inactivacion estan regulados por cambios estructurales en diferentes partes de la
subunidad a;, incluyendo el poro, los lazos intracelulares y el extremo C-terminal. Ademas, se
ha comprobado que también participan interacciones con proteinas intracelulares y
subunidades auxiliares como la subunidad . La inactivacion debida a altas [Ca®"]; representa
un mecanismo 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
en “mano EF” y los péptidos A y C que se encuentran en el extremo C-terminal del canal
(Figura 1.8) (Zuhlke y cols., 1999; Peterson y cols., 2000). Asi, tras la despolarizacion y la
entrada de Ca”", la [Ca®"]; aumenta hasta el rango micromolar, lo que hace que el Ca®" se una
a la CaM asociada al canal y se promueva la inactivacion. En la inactivacién dependiente de

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

+30 mV +70 mV

100 ms

Figura L1.9. Registros de Ic, 1. (A) Ic, registrada en miocitos auriculares humanos disociados enzimaticamente
en nuestro laboratorio tras la aplicacion del protocolo que se muestra en la parte superior. (B) Corriente de Ca”"
registrada en nuestro laboratorio tras la aplicacién del protocolo que se muestra en la parte superior. La corriente
fue registrada en células CHO transfectadas de forma transitoria con las subunidades Caval.2, Cavf, y Cavay/d.

2.2.3. Composicion de los canales que generan la I,

Los miembros de la familia Cav1 codifican las subunidades o, de los canales de Ca*" tipo
L, siendo la Cavl.2 (a;c) la que se expresa predominantemente en el corazén (Bodi y cols.,
2005). Se han identificado tres variantes de la isoforma Cavl.2 (Cavl.2a-c), de las que la
Cavl.2a es la isoforma cardiaca especifica. Ademas, en el corazén estos canales presentan dos

tipos de subunidades auxiliares, las subunidades B y a.2/8 (Tabla 1.4). El canal de Ca*" tipo L
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es una importante diana farmacologica para el tratamiento de diversas patologias. Los
farmacos que inhiben la /c,; (denominados “antagonistas del calcio”) estdn indicados en el
tratamiento de diversas patologias como angina de pecho, hipertension arterial (HTA),
vasculopatias periféricas, algunas taquiarritmias supraventriculares y como protectores renales
y cardiacos. Los antagonistas del Ca®" se dividen estructuralmente en 3 grupos: las 1,4-
dihidropiridinas (DHP, como el nifedipino), las bencilalquilaminas (como el verapamilo) y las
benzotiazepinas (como el diltiazem). Todos ellos tienen su sitio de union en el poro del canal
(Hering y cols., 1996; Hockerman y cols., 1995; Schuster y cols., 1996; He y cols., 1997;
Hockerman y cols., 1997).

2.2.4. Canalopatias asociadas al canal de Ca®" tipo L

La canalopatia mas importante que se ha identificado es la causada por la mutacion
G406R en el gen que codifica la subunidad Cavl.2 (CACNAI1C), que se ha relacionado con la
aparicion de sindrome de Timothy (SQTLS) (Splawski y cols., 2004; Bidaud y Lori, 2011).
Esta mutaciéon produce un aumento en la amplitud de la /¢, como consecuencia de la
separacion de la union entre las subunidades o; y B y se manifiesta como alteraciones
multiorgénicas que afectan al miocardio (prolongacion del intervalo QT y arritmias graves e
incluso letales) y producen inmunodeficiencia y autismo, lo que demuestra la amplia
distribucion de la subunidad Cavl1.2 (Splawski y cols., 2004).

Se han descrito otras mutaciones en los genes que codifican la subunidad o Cavl.2
(Antzelevitch y cols., 2007) y la subunidad auxiliar Cavfa, y 02/8;, que reducen la entrada de
Ca®" durante la fase de meseta del PA y que se han relacionado con la aparicion de sindrome
de Brugada y con el sindrome de repolarizacion temprana (Cordeiro y cols., 2009;

Burashnikov y cols., 2010).

2.3. Canales de K™

Los canales de K" constituyen el grupo mas heterogéneo de proteinas de membrana. Se
distribuyen ubicuamente a lo largo de toda la escala filogenética y 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

27



Introduccion

transporte de electrolitos por las células epiteliales o la regulacion de la contraccion del

musculo liso esquelético y cardiaco (Tabla L.5).

Corriente Subunidad o Subunidad §
Proteina Gen Locus Proteina Gen Locus
Ik Kir2.1 (IRK1) KCNJ2 17q23.1-24.2
Kir2.2 (IRK2) KCNJ12 17p11.1
Kir2.3 (IRK3) KCNJ4 22q13.10
I Ach Kir3.1 (GIRK1) KCNJ3 2q24.1
Kir3.4 (GIRK4) KCNIJS 11q24
lkaTp Kir6.2 (BIR) KCNIJ11 11pl15.1 SUR2A ABCC9 12p12.1
Kyp Kypl.1 (TWIK-1) KCNK1 1q42-43
Kyp2.1 (TREK-1) KCNK2 1g41
K,p3.1 (TASK-1) KCNK3 2p24.1-23.3
Kyp5.1 (TASK-2) KCNKS5 6p21
Kyp6.1 (TWIK-2) KCNK6 19q13-1
Kp9.1 (TASK-3) KCNK9 8q24-3
K,p10.1 (TREK-1) KCNKI10 14931
Kyp13.1 (THIK-1) KCNKI13  14q24.1-24.3
Kyp17.1 (TASK-4) KCNK17 6p21.1-2
lio1 Kv4.3 KCND3 11p15.1 KChIP2 KCNIP2 10g25
DPPX DPP6 7q36.2-36.3
MiRP1 KCNE2 21q22.12
MiRP2 KCNE3 11q13-q14
Kvl.4 KCNA4 11p14.3-15.2 Kvp1 KCNABI1 3925
Kvp2 KCNAB2 1p36.3
Kv4.1 KCND1 Xpl1.23 KChIP1 KCNIP1 5q35
Kv4.2 KCND2 7931 KChIP2 KCNIP2 10g25
Ikur Kvl.5 KCNAS 12p13.3 Kvpl KCNABI 3q25
Kvp2 KCNAB2 1p36.3
Iks Kv7.1 (KCNQ1) KCNQI 11p15.5 minK KCNE1l  21q22.1-q22.2
lkr Kv11.1 (hERG) KCNH2 7q35-36 minK KCNE1l  21g¢22.1-q22.2
MiRP1 KCNE2 21@22.1

Tabla L.5. Subunidades a y p de los canales que generan las diferentes corrientes de K cardiacas humanas.
Entre paréntesis, nombre alternativo de algunas de las proteinas. [Adaptada de Tamargo y cols., 2004b]

A nivel cardiaco, los canales de K juegan un papel fundamental en el PA, ya que

permiten la salida de K de la célula, lo que conduce a la repolarizacion celular. Las cinéticas

de activacion e inactivacion de cada canal determinan su participacion en el control de la

repolarizacion: los canales que se activan rapidamente intervienen en la repolarizacion

durante las primeras fases del PA, mientras que los canales que generan corrientes

rectificadoras tardias que se activan lentamente participan fundamentalmente en Ia
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repolarizacion durante la fase 3. Los canales de K™ presentan una distribucion heterogénea en
funcién del tejido (auricula frente a ventriculo) e incluso dentro de un mismo tejido
(endocardio frente a epicardio). La heterogeneidad en los tipos y en la distribucion de los
canales de K determina la diferencia en la morfologia de los PA de las distintas regiones del
corazon (Figura I.1). Ademas, la expresion y las propiedades de los canales de K™ también
pueden verse modificadas por farmacos, hormonas y diferentes patologias.

El estudio electrofisiologico del mutante Shaker de la mosca del vinagre (Drosophila
melanogaster), denominado asi por el aleteo constante que se observaba en estas moscas al
ser anestesiadas con éter, permitio la clonacion y secuenciacion del primer canal de K (Jan y
cols., 1983). Desde entonces, el desarrollo de las técnicas de biologia molecular ha permitido
identificar mas de 200 genes que codifican canales de K" (Coetzee y cols., 1999; Snyders,
1999; Tamargo y cols., 2004b; Gutman y cols., 2005; Li y Dong, 2010).

Los canales de K" se clasifican de acuerdo al nimero de segmentos TM y de poros que
presentan (Figura 1.10):

e Canales formados por 2 segmentos TM y 1 poro (2TM/1P) (canales de K rectificadores
internos o canales Kir).

e Canales formados por 4 segmentos TM y 2 poros (4TM/2P) (canales K2p).

e Canales formados por 6 segmentos TM y 1 poro (6TM/1P) (canales de K™ dependientes de
voltaje o canales Kv). Incluye también a los canales de K" activados por Ca®’, que presentan
un segmento TM adicional (S0) en el extremo N-terminal (canales K¢,).

e Canales formados por 8 segmentos TM y 2 poros (§TM/2P), s6lo encontrados en levaduras.
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Figura 1.10. Topologia de la subunidad o. de los cuatro grandes grupos de canales de K'. (A) Canales
2TM/1P. (B) Canales 4TM/2P (C) Canales 6TM/1P (D) Canales 8STM/2P. [Adaptadas de Choe, 2002]
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2.3.1. Canales 2TM/1P

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

Tras el clonaje de los primeros canales Kir (Ho y cols., 1993; Kubo y cols., 1993a y b), se
han identificado muchas mas proteinas pertenecientes a esta familia de canales. Actualmente,
la familia de canales Kir se compone de 7 subfamilias (Kirl a Kir7) (Tabla 1.6), con distintas
propiedades, diferente distribucion y mas o menos bien definidas funciones fisiologicas para
cada una de ellas (Kubo y cols., 2005). Estas subfamilias se pueden clasificar en cuatro
grupos: los canales que participan en el mantenimiento del PR (Kir2), los canales acoplados a
proteinas G (Kir3), los canales sensibles a ATP (Kir6) y los canales transportadores de K"

(Kirl, Kir4 y Kir7).

Familia Corriente Proteina Gen Cromosoma Localizacion
Kirl (ROMK) Kirl.1-1.3 KCNIJ1 17925 Rifién, corazén,
pancreas
Kir2 (IRK) Kir2.1 KCNIJ2 17q23.1-24.2 Corazoén, SNC, ME,
ML, pulmén, placenta,
” rifén
Kir2.2 KCNJI12 17pl1.1 Corazén
Kir2.3 KCNJ4 22ql13.10 Corazon, SNC, ME
Kir2.4 KCNJ14 19q13.1-13.3 Corazon, SNC, retina
Kir3 (GIRK) Kir3.1 KCNIJ3 2q24.1 Corazoén, cerebelo
Kir3.2 KCNIJ6 21922.13-22.2 Corazon, pancreas
I acn Kir3.3 KCNJ9 1q21-23 SNC
Kir3.4 KCNJ5 11924 Corazon, pancreas
Kir4 (BIR10) Kir4.1 KCNIJ10 1q22-q2 Glia
Kir4.2 KCNI15 21q22.2 Rifién, pulmén, SNC
Kir5 Kir5.1 KCNIJ16 17q23.1-24.2 SNC, SNP
Kir6 I atp Kir6.1 KCNIJ8 12p11.23 Heterogénea
Kir6.2 KCNI11 11p15.1 Heterogénea
Kir7 Kir7.1 KCNIJ13 2q37 SNC, rifidn, tiroides

Tabla 1.6. Familias de canales de K 2TM/1P en mamiferos. ME: Musculo esquelético. ML: Musculo liso.
SNC: Sistema nervioso central. SNP: Sistema nervioso periférico.
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2.3.1.a. La rectificacion interna en los canales Kir

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

lineal que se describe mediante la ley de Ohm (conductancia 6hmica):
Voltaje = Intensidad - Resistencia (I.7)

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

amplitud mucho menor (Figura I.11).
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+
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Figura L.11. Caracteristicas de la rectificacion interna en la lg;. (A) Relacion I-V de la corriente Iij».1. Se
muestra la corriente esperada si el comportamiento del canal siguiese la ley de Ohm (linea punteada). (B)
Efectos de la [K'], sobre la Ikin.i. [Adapatadas de Dhamoon y Jalife, 2005 (A) y Gémez ycols., 2009 (B)]

Todos los canales Kir presentan una relacion [-V con rectificacion interna, pero existen
grandes diferencias en su grado de rectificacion, su regulacion y su distribucion (Tabla 1.6).
Las subfamilias Kir2 y Kir3 son las que presentan corrientes con una rectificacion interna mas
marcada (los canales que se han denominado como “muy rectificadores), similares a las

originalmente descritas por Katz en musculo esquelético (Katz, 1949).
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La rectificacion interna que presentan los canales Kir se atribuye al bloqueo dependiente
de voltaje del poro del canal por cationes endogenos como el Mg”" (Matsuda y cols., 1987;
Vandenberg, 1987), y en particular por poliaminas intracelulares como la espermina, la
espermidina y la putrescina (Ficker y cols., 1994; Lopatin y cols., 1994).

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

Se ha descrito que el fosfatidil inositol 4,5-bifosfato (PIP,) es capaz de modular todos los
canales Kir tanto en células nativas como en sistemas de expresion heterologos (Logothetis y
cols., 2007; Lopes y cols., 2007; Cheng y cols., 2011). Se ha demostrado que las interacciones
entre el PIP, y el canal Kir2.1 producen un aumento de la probabilidad de apertura de los
mismos, favoreciendo la estabilizacion del canal en el estado abierto y facilitando las
transiciones desde el estado cerrado hacia el abierto (Xie y cols., 2008), mediante la
interaccion con residuos del canal situados en su mayoria en la parte superior del dominio
citoplasmico (la mas proxima a la cara interna de la membrana plasmatica) y en la slide helix
(Lopes y cols., 2002; Logothetis y cols., 2007). Por ello, se ha propuesto que el PIP, modula
los canales Kir interaccionando con los extremos N- y C-terminales de los mismos,
aproximando el dominio intracelular a la cara citoplasmica de la membrana y facilitando la
apertura del canal (Figura 1.12) (Logothetis y cols., 2007). Recientemente, nuestro grupo ha
descrito que la flecainida, un antiarritmico de clase Ic, aumenta selectivamente la Ix; generada
por homotetrameros de Kir2.1 uniéndose a la cisteina 311, residuo inmediatamente anterior a

la Arg312, que modula las interacciones entre el PIP2 y el canal (Caballero y cols., 2010b).

2.3.1.b. Estructura de los canales Kir

En 1998 se describi6 por primera vez la estructura cristalografica mediante difraccion con
rayos X de un canal de K, el canal bacteriano KcsA (Doyle y cols., 1998). Gracias a este
estudio y a las cristalizaciones posteriores de otros canales 2TM/1P tanto bacterianos, MthK
(Jiang y cols., 2002a y 2002b) y KirBac (Kuo y cols., 2003), como de mamiferos, Kir3.1
(Nishida y MacKinnon, 2002) y Kir2.2 (Tao y cols., 2009), se ha podido avanzar en el
conocimiento de los aspectos fundamentales de la estructura y del funcionamiento de estos
canales de K.

Los canales Kir estan formados por cuatro subunidades 2TM/1P que se disponen
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simétricamente alrededor de un poro central (Figura 1.12). Cada subunidad consta de dos
hélices a (M1 y M2) conectadas por una secuencia de 30 aminoacidos (lazo P) en la que se
encuentra el filtro de selectividad del canal (Doyle y cols., 1998). Esta region esta formado
por una secuencia de aminoacidos (T-X-G-Y(F)-G) muy conservada en todos los canales de

K" (K" channel signature).

Filtro de
selectividad

Filtro de
selectividad

transmembrana

Slide helix

Poro
citoplasmico

INTRACELULAR

Figura L1.12. Canales 2TM/1P. (A) Estructura del canal KcsA4 en una vision lateral del tetramero. (B) Estructura
cristalizada del canal MthK en el estado abierto (a la izquierda) y modelo hipotético de su configuracion cerrada
(a la derecha). (C) Estructura del dominio intracelular del canal Kir3.1 en una vision superior (desde la
membrana hacia el citoplasma) (panel superior) y en una vision lateral (panel inferior). (D) Modelo de la
estructura de dos de las subunidades que forman los canales Kir2 basado en la estructura cristalografica del
canal bacteriano KirBacl.1. Se pueden distinguir la slide helix (en rosa), los segmentos M1 y M2 (en verde y
amarillo, respectivamente), el lazo P (en azul) y el dominio citopldsmico (en rojo). [Adaptadas de Doyle y cols.,
1998 (A), Jiang y cols., 2002a (B), Nishida y MacKinnon, 2002 (C) y Kuo y cols., 2003 (D)]

Cabe destacar que estos canales carecen del aparato sensor del voltaje que si poseen los
canales de Na*, Ca*" y K' sensibles a voltaje. El dominio N-terminal y el voluminoso dominio
C-terminal son citoplasmaticos. En el extremo amino terminal aparece una estructura de o-
hélice (slide helix) que se dispone paralela a la membrana plasmatica y que controla el
movimiento de apertura del canal (Doyle y cols., 1998; Kuo y cols., 2003; Hibino y cols.,

2010). La longitud del dominio citoplasmatico de los canales Kir es, al menos, la misma que
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la de la porcion transmembrana (Figura 1.12), lo que hace que estos canales presenten un poro
ionico con una longitud total (poro citoplasmdtico + poro transmembrana) que es
aproximadamente el doble de la de otros canales de K™ (=60 A) (Nishida y MacKinnon, 2002;
Pegan y cols., 2005; Hibino y cols., 2010). Ademas, este dominio citoplasmdtico se encuentra
formando un tetradmero relativamente polar y con una carga neta negativa que explicaria

ciertas caracteristicas de la rectificacion interna de estos canales.

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

Dentro de la familia de canales Kir, las subfamilias Kir2, Kir3 y Kir6 son las que se
expresan en el tejido cardiaco: los canales Kir2 participan en la formacién de los canales que
generan la /Ix; (Lopatin y Nichols, 2001; Anumonwo y Lopatin, 2010), las subunidades Kir3.1
y Kir3.4 (pertenecientes al grupo de canales acoplados a proteinas G) forman el canal que
genera la corriente activada por acetilcolina (/k acn), responsable de los efectos cronotropicos
e inotropicos negativos observados tras la estimulacion vagal (Yamada y cols., 1998;
Stanfield y cols., 2002), y las subunidades Kir6 heteromerizan con el receptor de sulfonilureas
(SUR) para formar los canales que generan la corriente sensible a ATP (/x atp), responsable
del acortamiento de la DPA que aparece durante la isquemia cardiaca (Nichols y cols., 1996;

Seino y Miki, 2003).

I La IKl

La corriente rectificadora interna /x; es responsable de la fase final de la repolarizacién y
del PR del PA auricular y ventricular (Nichols y cols., 1996; Lopatin y Nichols, 2001). Se han
descrito mutaciones en los genes que codifican la expresion de proteinas que forman los
canales que generan la /x; humana, que conducen a la pérdida o a la ganacia de funcién de los
mismos. La pérdida de funcion disminuye la Ix; y produce Sindrome de Andersen, que a nivel
electrofisiologico se caracteriza por la prolongacion del intervalo QT (SQTL tipo VII) (Plaster
y cols., 2001; Tristani-Firouzi y cols., 2002). Por el contrario, la ganancia de funcion aumenta
la Ix; lo que produce sindrome de QT corto (SQTC) tipo III (Priori y cols., 2005; Hattori y
cols., 2012). Ambos sindromes, pero en particular el SQTC, cursan con arritmias

ventriculares graves y potencialmente mortales.
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La. Caracteristicas de la Ix;

A potenciales mas negativos que el PR, la Ix; presenta una conductancia mucho mayor
que cualquier otra corriente, por lo que es la corriente encargada de fijar el PR cerca del Ex.
Posteriormente, cuando se produce la despolarizacion, los canales se mantienen cerrados
durante toda la fase de meseta y se abren a potenciales mas negativos que -20 mV, por lo que
la Ix; contribuye también de esta forma a la parte final de la fase 3 de la repolarizacién
(Lopatin y Nichols, 2001; Anumonwo y Lopatin, 2009).

Tal y como hemos visto, las distintas morfologias del PA registradas en el corazon se
deben a la diferente expresion de las corrientes i6nicas, incluida la /x; (Schram y cols., 2002).
La Ik, es practicamente inexistente en células del nodo SA, lo que le permite mantener un PR
relativamente despolarizado (-50 mV) y que éste no se mantenga estable durante la fase 4
(Schram y cols., 2002). Sin embargo, la Ix; estd presente tanto en la auricula como en el
ventriculo aunque presenta diferencias significativas, ya que la corriente registrada en
miocitos ventriculares es entre 6-10 veces mayor que la auricular, lo que permite mantener el
PR mas hiperpolarizado y una mas rapida repolarizacion durante la fase 3 en el ventriculo

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

A -20 mV B +20 mV
-80 mV -60 mV

-100 mV -120 mV
50 ms 50 ms

E ERl

0.1 nA

1nA

Figura.l.13. Registros de lg;. (A) Familia de trazos de la Iy registrada en miocitos auriculares humanos en
nuestro laboratorio tras la aplicaciéon del protocolo que se muestra en la parte superior. (B) Corriente de K"
rectificadora interna registrada en células CHO transfectadas de forma transitoria con la subunidad Kir2.1.

Al aplicar un pulso hiperpolarizante, la amplitud de la Ik; alcanza un pico maximo de
corriente con una cinética de acivaciéon muy rapida (1-2 ms) para, a continuacion, disminuir
ligeramente durante la aplicacion del pulso, hasta alcanzar un nivel estable de corriente
(Figura I1.13). A potenciales mas negativos que el Ex, se registra una corriente de entrada de

K" de gran amplitud, mientras que a potenciales mas positivos que el Ex, se registra una
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corriente de salida de K™ de pequefia amplitud. Ademas, conforme el potencial aplicado se va
haciendo mas positivo, la amplitud de esta corriente de salida disminuye hasta hacerse cero

debido al fendmeno de rectificacion interna (Figura 1.13).

Lb. Composicion de los canales que generan la Ix;

Hasta la fecha se han clonado 4 miembros de la familia Kir2 (Kir2.1 a Kir2.4) en
mamiferos, aunque la expresion de los canales Kir2.4 en el corazon es minima (solamente se
ha demostrado su presencia en las células nerviosas que inervan el miocardio) y parece
localizarse preferentemente en el SNC (Liu y cols., 2001), lo que sefiala a los otros tres
miembros de la familia como los canales responsables de la /x; cardiaca. Se ha demostrado
que la composicion de los canales que generan la /x; varia segun la especie y el tipo celular
estudiado y seglin la localizacion en la membrana de dichos canales (Zaritsky y cols., 2001;
Kubo y cols., 2005, Gaborit y cols., 2007, Caballero y cols., 2010b). Se ha tratado de
averiguar dicha composicion atendiendo a las diferencias que presentan cada uno de lo
miembros de la subfamilia Kir2 respecto a propiedades farmacologicas u a otras propiedades
como la conductancia, la sensibilidad al Ba®" y al pH o la “cinética de activacion” (Liu y cols.,
2001; Munoz y cols., 2007). Recientemente nuestro grupo ha descrito que la flecainida es
capaz de aumentar la corriente generada por canales Kir2.1 pero no las corrientes generadas
por los canales Kir2.2 o Kir2.3, del mismo modo que no modifica la Ik, registrada en miocitos
auriculares humanos o de cobayo. Sin embargo la flecainida es capaz de aumentar la corriente
Ix1, tanto de entrada como de salida de K, registrada en miocitos ventriculares de cobayo
(Caballero y cols., 2010b). Estos datos sugieren que la /x; ventricular en cobayo esta generada
mayoritariamente por canales formados por cuatro subunidades de Kir2.1, mientras que la /x|
auricular esta generada por heterotetrameros de Kir2.x. A pesar de que tanto en auricula como
en ventriculo encontramos la presencia de ARNm de todos ellos (Caballero y cols., 2010b), la
expresion de Kir2.1 en tejido cardiaco de cobayo, es mayor en ventriculo que en auricula, al
igual que ocurria en humanos (Liu y cols., 2001; Anumonwo y Lopatin, 2010, Caballero y

cols., 2010b) (Figura 1.14).
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Figura.l.14. Composicion de la lk;. (A-C) Relaciones I-V de la Ik, auricular humana (A), de miocitos
aruiculares de cobayo (B) y de miocitos ventriculares de cobayo (C) en situacidén control y en presencia de
flecainida 1 uM. (D) Niveles de expresion de canales Kir2.x de muestras auriculares y ventriculares de cobayo.
La primera linea indica el marcador de pesos moleculares (1,000-100 pares de bases). Las lineas 2-4 y 5-7
muestran los niveles de expresion de Kir2.1 (325 pb), Kir2.2 (291 pb) y Kir2.3 (303 pb), en tejido auricular y
ventricular, respectivamente. El gen GAPDH se usé como control interno. [Adaptadas de Caballero y cols.,
2010b]

II.La IK,ATP

En el corazon, la corriente rectificadora Ix atp juega un importante papel durante la
isquemia miocardica y en el precondicionamiento isquémico (Seino y Miki, 2003; Nerbonne
y Kass, 2005). Esta corriente se inhibe por ATP intracelular y se activa por el ADP-Mg, por lo
que la actividad del canal esta regulada por el cociente ADP/ATP (Yokoshiki y cols., 1998;
Seino y Miki, 2003). Por otra parte, la Ik arp presenta una rectificacion mucho menor que la

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

El canal Karp cardiaco es el resultado de la asociacion de 4 subunidades a Kir6.2 con 4
subunidades auxiliares SUR2A (Yokoshiki y cols., 1998; Seino y Miki, 2003). Las
subunidades o Kir6 estan formadas por 2 segmentos TM (M1 y M2) y son las que confieren
al canal la capacidad de ser regulado por el ATP (Tucker y cols., 1996). Las subunidades
auxiliares SUR2A tienen 3 dominios TM (TMDO0, TMD1 y TMD2) y 2 dominios de union a
nucledtidos, NBD1 y NBD2 (Nucleotide Binding Domain), localizados en el lazo de unioén
entre TMD1 y TMD?2 y en la region C-terminal, respectivamente (Figura 1.15) (Conti y cols.,
2001; Seino y Miki, 2003). Las subunidades SUR2A son las que confieren al canal la
sensibilidad al ADP y a las sulfonilureas (Yokoshiki y cols., 1998; Moreau y cols., 2000;
Seino y Miki, 2003). Sin embargo, hay estudios que demuestran la existencia de canales Karp
cardiacos sin la presencia de la subunidad SUR (Pu y cols., 2001), por lo que la estructura

molecular exacta del canal que genera la Ik ap en el miocardio sigue siendo controvertida.

SUR2A Kir6.2

TMDO

Figura L15. Estructura de los canales K,rp. Modelo estructural del canal Karp cardiaco formado por 4
subunidades Kir6.2 (en rojo y amarillo) y 4 subunidades SUR2A (en azul). Cada subunidad Kir6.2 esta formada
por 2 segmentos TM en a-hélice y un largo dominio citoplasmico con el sitio de union para el ATP. Cada
subunidad SUR2A contiene 3 dominios TM (TMDO0O, TMD1 y TMD2) y 2 dominios de unién a nucleoétidos
(NBD1 y NBD2) localizados en el lazo de unién entre TMD1 y TMD2 (L1) y en el extremo C-terminal.
[Adaptada de Moreau y cols., 2005]

Il La ]K,ACh

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

en el ventricular (Schram y cols., 2002, Tamargo y cols., 2004b).
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Ill.a. Caracteristicas de la Ix 4cn

La ACh estimula los receptores muscarinico M, y produce la apertura de los canales Kacn
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 la amplitud maxima de la corriente (Breitwieser y Szabo, 1988) (Figura I.16A).
Posteriormente, y aunque la ACh esté todavia presente, se produce la disminucion gradual de
la corriente hasta que se alcanza un nivel cercano al estado estable, denominado “quasi-
steady-state” (Qss) (Kurachi y cols., 1987). La apertura de los canales Kacp inducida tras la
estimulacion del receptor muscarinico M, estd mediada por una proteina G heteromérica
formada por una subunidad G, y un dimero Gg, (Yamada y cols., 1998). La estimulacion del
receptor muscarinico promueve la disociacion del dimero Gg, de la subunidad G,. El dimero
Ggy es la molécula que interactia con el canal promoviendo su activacion (Yamada y cols.,
1998). Se ha propuesto que la desensibilizacion a corto plazo del canal se debe a la
disociacion de las proteinas G del receptor tras la aplicacion del agonista o a la fosforilacion
del receptor muscarinico M, y la desfosforilacion del canal (Yamada y cols., 1998).

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

La Ix acn es estimulada por el ATP intracelular, el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,) y
por agonistas de los receptores p-opioides, ap-adrenérgicos, de adenosina Al y de endotelina
ETa e inhibida por la distensiéon 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.,

2004b).
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A B Subunidad Kir3.1
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Figura 1.16. Caracteristicas de la Ix ocy y estructura de los canales K,cp. (A) Curva I-V en situacion control
y tras la aplicacion de carbacol (CCh). (B) Esquema representativo de la estructura de la subunidad Kir3.1,
formada por 2 segmentos transmembrana (M1 y M2) unidos por el lazo H5 y cuyos extremos N- y C-terminal
son intracelulares. Se indican los sitios de unién de proteinas G y de PIP,. [Adaptadas de Dobrev y cols., 2005
(A) y Yamada y cols., 1998 (B)]

1I1.b. Composicion de los canales que generan la Ix 4cn

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

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

cols., 1995; Tucker y cols., 1996) (Figura [.16B).
2.3.2. Canales 4TM/2P
Los canales 4TM/2P (también llamados K,p) se ensamblan como dimeros y generan

corrientes “de fondo” (background) en una gran variedad de tejidos, aunque en el tejido

muscular sus niveles de expresion son muy bajos o incluso nulos (Lesage y Lazdunski, 2000).
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Desde que se clond el primer canal de esta familia, el canal TASK-1 (Lesage y cols.,
1996), se han clonado un gran nimero de estos canales que se clasifican en diferentes familias
basandose en sus caracteristicas farmacoldgicas y funcionales (Lesage y Lazdunski, 2000). A
nivel cardiaco se han identificado 5 familias:

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

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

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

e Los canales TALK (TWIK-related ALkalosis-activated K channels), que son sensibles a la
alcalosis.

e Los canales THIK (Tandem pore domain Halothane Inhibited K channels), que son
inhibidos por halotano.

Posteriormente, se adoptd una nueva nomenclatura para nombrar estos canales (Kapx.y) y
los genes que los codifican (KCNK1 a KCNK17) (Tabla 1.7).

Los canales Kyp poseen una region central muy conservada (segmentos TM1 a TM4) y
una gran diversidad en los extremos C- y N-terminales intracelulares (Figura 1.10B). En estos
canales se conserva la secuencia G(Y/F)G en el primer poro, aunque en el segundo poro es
reemplazada por la secuencia G(F/L)G. El hecho de que los canales Kyp estén abiertos de
forma casi continua sugiere su posible implicacion en la regulacion del E, y de la
excitabilidad celular (Lesage y Lazdunski, 2000; Patel y Honoré, 2001; O’Connell y cols.,
2002).
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Familia Canal Gen Cromosoma Localizacion
TWIK Kypl.1 (TWIK-1) KCNK1 1q42 SNC, corazon, placenta, pulmon, higado,
rifion, pancreas
Kyp6.1 (TWIK-2) KCNK6 19q11 SNC, corazon, placenta, pulmon, higado,
rifién, pancreas, leucocitos
Kyp7.1 (TWIK-3) KCNK7 11ql2 SNC, ME, corazon, pulmoén, higado,
placenta, pancreas
Kyp8.1 (TWIK-4) KCNK8 11q12
TREK/ Kyp2.1 (TREK-1) KCNK2 1g41 SNC, corazon, placenta, pulmon, rifidén
TRAAK K,p10.1(TREK-2)  KCNKI10 14q32 SNC, pancreas, bazo, testiculos
Kyp4.1 (TRAAK) KCNK4 11q12 SNC, ME, corazon, placenta, pulmon,
higado, rifién, bazo, testiculos, retina
TASK Kyp3.1 (TASK-1) KCNK3 2p24 SNC, ME, corazén, placenta, pulmon,
higado, rifdn, testiculos, bazo, retina,
intestino, piel, Gtero
Kyp5.1 (TASK-2) KCNK5 6p21.1 SNC, ME, corazén, higado, pulmoén,
rifién, pancreas, intestino, utero
K7p9.1 (TASK-3) KCNK9 8q24.3 SNC, corazon, higado, pulmén, placenta,

pancreas, testiculos, leucocitos
Kopl4.1 (TASK-4) KCNKI14

Kypl5.1 KCNK15 20q12 SNC, ME, placenta, testiculos, pancreas
(TASK-5/KT3.3)
TALK Kypl6.1 (TALK-1) KCNKI16 6p21 Péancreas
Kyp17.1 (TALK-2) KCNK17 6p21 SNC, corazon, placenta, pulmon, higado,
pancreas, testiculos, ovario, leucocitos
THIK Kypl13.1 (THIK-1) KCNKI13 14q32 SNC, ME, corazén, pulmén, higado,
rifién, bazo, testiculos
Kyp12.1(THIK-2) KCNK12 2p21 SNC, ME, corazon, pulmoén, higado,

rifidén, bazo, testiculos

Tabla 1.7. Familias de canales de K" 4TM/2P. ME: Misculo esquelético. SNC: Sistema nervioso central.
[Adaptada de Nerbonne y Kass, 2005]

2.3.3. Canales 6TM/1P

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

Tras el clonaje del canal Shaker (Jan y cols., 1983) se identificaron otras tres subfamilias
de genes que codifican la expresion de un gran numero de canales Kv a las que se denomind
Shab, Shaw y Shal. En mamiferos, estas cuatro familias se corresponden con las familias Kv1
(Shaker), Kv2 (Shab), Kv3 (Shaw) y Kv4 (Shal). Hasta la fecha, se han descrito doce familias
de subunidades a Kv (Kvl a Kv12), con una homologia aminoacidica de ~70% dentro de una

misma familia y de =40% entre diferentes familias (Tabla 1.8) (Gutman y cols., 2005).
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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 funcion y/o
la expresion en la membrana de los canales Kv (Gutman y cols., 2005); d) modificaciones
postranscripcionales (splicing alternativo), que dan lugar a diferentes isoformas de los canales
a partir de la expresion de un mismo gen (London y cols., 1997); y e) modificaciones
postraduccionales, que regulan la funcion de muchos canales Kv mediante fosforilacion,

ubiquitinizacion, palmitoilizacion, nitrosilacion, etc.

Familia IUPHAR Gen Cromosoma Localizacion
Kv1 (Shaker) Kvl.1 KCNA1 12p13.3 Cerebro, corazon, retina, musculo esquelético, islotes
pancreaticos
Kv1.2 KCNA2 1p13 Cerebro, corazon, retina, muasculo liso, islotes pancreaticos
Kvl.3 KCNA3 1p13.3 Cerebro, pulmones, timo, higado, nodulos linfaticos,

testiculos, linfocitos, fibroblastos, osteoclastos, plaquetas,
islotes pancreaticos

Kvl.4 KCNA4  11p14.3-15.2 | Cerebro, musculo esquelético, corazon, islotes pancreaticos

Kvl.5 KCNAS 12p13.3 Corazén, musculo liso, pituitaria, colon, rifién, estomago,
aorta, arterias pulmonares, hipocampo

Kvl.6 KCNAG6 12p13.3 Cerebro, corazon, pulmones, testiculos, muasculo liso, arterias
pulmonares, ovarios, astrocitos, oligodendrocitos

Kv1.7 KCNA7 19q13.3 Corazon, musculo liso, placenta, arterias pulmonares
Kv1.8 KCNAI10 1p13.1 Rifién, cerebro, corazén, musculo esquelético, glandula
adrenal
Kv2 (Shab) Kv2.1 KCNBI 20q13.2 Cerebro, corazon, musculo esquelético, arterias pulmonares,
pulmones, retina, coclea
Kv2.2 KCNB2 8q13.2 Cerebro, corazon, lengua, neuronas simpaticas, musculo liso
Kv3 (Shaw) Kv3.1 KCNC1 11pl5 Cerebro, pulmones, testiculos, miisculo esquelético
Kv3.2 KCNC2 12q14.1 Cerebro, islotes pancreaticos, arterias mesentéricas
Kv3.3 KCNC3 19q13.3-4 Cerebro, neuronas del SNC, arterias mesentéricas, cornea
Kv3.4 KCNC4 1p21 Paratiroides, prostata, cerebro, células acinares pancreaticas
Kv4.2 KCND2 7q31 Cerebro, corazén, coclea
Kv4.3 KCND3 1p13.3 Corazon, cerebro, musculo liso

Tabla 1.8. Familias de canales de K" dependientes de voltaje. /Adaptada de Gutman y cols., 2005]
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Familia IUPHAR Gen Cromosoma Localizacion
Kv4 (Shal) Kv4.1 KCND1 Xpl11.23 Cerebro, colon, corazén, pulmones, estomago, testiculos,
higado, rifidon, glandulas tiroideas, pancreas, arterias
pulmonares
Kv4.2 KCND2 7931 Cerebro, corazén, coclea
Kv4.3 KCND3 1p13.3 Corazoén, cerebro, musculo liso
Kv5 Kv5.1 KCNF1 2p25 Cerebro, corazon, musculo esquelético, higado, rifidn,
pancreas
Kvé Kvo.1 KCNG1 20q13 Cerebro, musculo esquelético, itero, ovarios, rifidn, pancreas,

piel, hueso, placenta, prostata, testiculos

Kv6.2 KCNG2 18q22-23 Corazon, cerebro

Kv6.3 KCNG3 2p21 C.ere.tbr(.), testiculos, intestino, glandula adrenal, timo,
pituitaria
Kv6.4 KCNG4 16q24.1 Corazdn, higado, intestino, colon
Kv7 (KvLQT) Kv7.1 KCNQ1 11p15.5 Corazodn, rifidn, recto, coclea, pancreas, pulmones, placenta
Kv7.2 KCNQ2 20q13.3 Cerebro, pulmones, testiculos, corazoén, ojo, placenta,
intestino
Kv7.3 KCNQ3 8q24 Cerebro, testiculos, retina, colon
Kv7.4 KCNQ4 1p34 Coclea, placenta
Kv7.5 KCNQ5 6ql14 Cerebro, musculo esquelético
Kv8 Kv8.1 KCNV1 8q22.3-24.1 | Cerebro, rifion
Kv8.2 KCNV2 9p24.2 Pulmones, higado, rifién, pancreas, bazo, timo, prostata,
testiculos, colon, ovarios
Kv9 Kv9.1 KCNSI1 20q12 Cerebro, melanocitos
Kv9.2 KCNS2 8q22 Cerebro, retina
Kv9.3 KCNS3 2p24 Cerebro, colon, corazén, estomago, rifion, pulmones,

testiculos, piel, utero

Kv10 (eag) Kv10.1 KCNH1 1q32-41 Cerebro, células tumorales
Kv10.2 KCNHS5 14¢23.1 Cerebro
Kv11 (erg) Kvll.1 KCNH2 7q35-36 Corazon, cerebro, células sanguineas y tumorales, rifidn,

pulmoén, higado, ovarios, pancreas, testiculos, prostata,
intestino, utero

Kvll.2 KCNH6 17923.3 Cerebro, utero
Kvll.3 KCNH7 2q24.2 Cerebro
Kv12 (elk) Kvi2.1 KCNHS 3p24.3 Cerebro, ganglios simpaticos, pulmones, utero, testiculos,
colon
Kvi12.2 KCNH3 12q13 Cerebro, pulmones
Kv12.3 KCNH4 17921.2 Cerebro, cerebelo, esdfago, pulmones, glandula pituitaria

Tabla 1.8 (Continuacién). Familias de canales de K™ dependientes de voltaje. /[Adaptada de Gutman y cols.,
2005]
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2.3.3.a. Estructura de los canales Kv

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

de diametro (Figura I.17).

Figura 1.17. Estructura del complejo formado por la subunidad o Kv1.2 y la subunidad auxiliar f,. (A)
Vistas lateral (a la izquierda) y desde el lado extracelular (a la derecha) del complejo Kv1.2/KvB2. (B) Modelo
propuesto del canal Kv1.2, donde se observa la diferente posicion del lazo S4-S5 en los estados abierto (a la
izquierda) y cerrado (a la derecha). [Adaptadas de Long y cols., 2005a (A) y 2005b (B)]

Existen dos patrones fundamentales de organizacion estructural en la familia de canales
Kv: los canales Kv1 a Kv4 presentan una estructura denominada T1 o “dominio NAB” en el

extremo N-terminal que se ha demostrado fundamental para el reconocimiento entre
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subunidades o y responsable de la interaccion con subunidades B y otras proteinas (Figura
[.18B), mientras que los canales Kv7, Kv10 y Kv11l no presentan ese dominio T1 (Figura

[.18C) (Shen y Pfaffinger, 1995; Xu y cols., 1995; Kreusch y cols., 1998; Yellen, 2002).

A B (04
Kv1.x-Kv4.x Kv7.x, Kv10.x, Kv11.x
MIRP
S51-S4
sensor
de voltaje

Ext

Int

Figura 1.18. Estructura de la subunidad a de los canales Kv. (A) Esquema de la estructura de la subunidad o
de los canales Kv, donde se observan los 6 segmentos TM y los segmentos N- y C-terminales intracelulares. El
recuadro rosa indica la posicion del dominio T1. (B y C) Disposicion estructural de los dominios intracelulares
de los canales Kv1 a Kv4 (B) y de los canales Kv7, Kv10 y Kv11 (C). [Adaptadas de Yellen, 2002]

I La subunidad o

En los canales Kv, cada subunidad a consta de 6 segmentos TM (S1 a S6) con estructura
de hélice a y conectados entre si por secuencias hidrofilicas no conservadas (Figuras 1.10C y
I.18A). Los S1 a S4 constituyen el sensor de voltaje y la secuencia que conecta el S5y el S6
se denomina region P y forma parte del poro i6nico (Liman y cols., 1991; MacKinnon, 1991;

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

e Poro i6nico y filtro de selectividad

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

La region que une los segmentos S5 y S6 es el sitio de union de muchas toxinas y el
segmento de union de S4-S5 forma parte del receptor para la particula de inactivacion (Isacoff
y cols., 1991). Gracias a estudios de mutagénesis dirigida en canales, se ha podido demostrar
que en el poro i6nico 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.,
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1996), o anestésicos locales como la bupivacaina (Valenzuela y cols., 1995; Franqueza y
cols., 1997) y la benzocaina (Caballero y cols., 2002).

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

alcanza una elevada concentracion (= 2 M) (Zhou y cols., 2001).

A

Extracelular

Intracelular

Figura 1.19. Representacién esquematica del filtro de selectividad de los canales de K'. (A) Representacion
esquematica de dos de las subunidades que forman el canal KcsA en una vista lateral, con la region que forma el
filtro de selectividad sefialada en rojo. Los sitios de union de los iones K" se representan como esferas verdes y
las moléculas de agua como esferas rojas. (B) Detalle de la secuencia del filtro de selectividad del canal Kes4,
donde se representan como esferas verdes los cuatro posibles ocupados por los iones K. [Adaptadas de Zhou y
MacKinnon, 2003]

Una vez alli, el ion K ha de atravesar el estrecho paso que forma el filtro de selectividad
y para ello ha de perder sus capas de hidratacion. La entrada de un ion K" en el filtro de
selectividad crea un dipolo, de manera que un ion K" dispone de cuatro sitios de unién a lo
largo del filtro de selectividad, formados por los 4&tomos de oxigeno de los carbonilos de los
residuos TxGYG. Para compensar el coste energético que supone la deshidratacion del ion al

atravesar el filtro, los atomos de oxigeno hacen las veces de moléculas de agua de manera que
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durante su paso a través del filtro de selectividad los iones K se encuentran rodeados de ocho
atomos de oxigeno, en una disposicion similar a la que adoptan las moléculas de agua que
rodean a los iones de K en el medio acuoso (Figura 1.19) (Roux y MacKinnon, 1999;
MacKinnon, 2003).

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

(Doyle y cols., 1998).

e Sensor de voltaje

La principal caracteristica de los canales Kv consiste en que son capaces de detectar los
cambios de voltaje producidos en la membrana y acoplar esta sefial a su funcionamiento
(Armstrong, 1974; Sigworth, 1994; Bezanilla, 2000 y 2002). La dependencia de voltaje de los
canales de K" se debe a la presencia en su estructura de un sensor de voltaje que esta formado
por los cuatro primeros segmentos del canal (S1-S4). El segmento S4 contiene cuatro o mas
residuos arginina y lisina, cada uno de los cuales separado por dos residuos hidrofobicos, que
se recolocan en la membrana cuando el £y, varia. Asi, la apertura y cierre del canal generan un
movimiento del sensor de voltaje de = 12-13 ¢, a través del campo eléctrico transmembrana
(Schoppa y cols., 1992; Hirschberg y cols., 1995), resultando en una corriente denominada

“corriente de gating”, que puede ser medida experimentalmente (Armstrong y Bezanilla,

1973).
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Figura 1.20. Modelos de movimiento del sensor de voltaje. (A) Modelo convencional en el que el movimiento
de cargas se realiza a través del nucleo proteico del canal mediante un movimiento de traslacion y/o rotacion del
S4. (B) Modelo en el que el sensor de voltaje se encuentra sumergido en los lipidos de la membrana,
produciendo el desplazamiento de cargas a través del campo eléctrico. [Adaptadas de Jiang y cols., 2003b]

Mutaciones en las que se neutralizan los aminoacidos cargados del S4 desplazan el valor
del punto medio de la curva de activacion del canal, lo que indica que el S4 juega un
importante papel en el cambio conformacional que conlleva su apertura (Liman y cols., 1991;
Papazian y cols., 1991).

Dos son los principales modelos de movimiento del sensor propuestos: un modelo “de
rotacion”, con la exposicion de determinados residuos del S4 en ranuras acuosas en las que el
campo eléctrico estda muy confinado (Figura 1.20A), y un modelo “de inclinacién” o “modelo
de remo”, que implica grandes desplazamientos del sensor a través del campo transmembrana

(Figura 1.20B) (Jiang y cols., 2003b; Tombola y cols., 2005).

1I. Subunidades auxiliares

El ensamblaje de 4 subunidades a es suficiente para formar un canal funcional que genere
una corriente ionica. Sin embargo, la presencia de subunidades auxiliares aumenta la
diversidad funcional de los canales Kv (Figura .21 y Tabla 1.9) y regula funciones como el
gating y la expresion y/o el transporte a la membrana celular de los canales. Ademas, estas
subunidades pueden servir como sitio de union de moléculas adaptadoras o de ligandos

exdgenos/endogenos.
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Familia Subunidad Gen Cromosoma
Kvp Kvp1* KCNABI1 3925
Kvp2* KCNAB2 1p36.3
Kvp3 KCNAB3 17p13
minK y péptidos minK* KCNE1 21g22
relacionados (KCNE) MiRP1* KCNE2 21q22
MiRP2* KCNE3 11ql3
MiRP3 KCNE4 2q36.3
MiRP4* KCNES Xq22
KChAP KChAP* PIAS3 1q12
KChIP KChIP1 KCNIP1 5935
KChIP2* KCNIP2 10g25

KChIP3 KCNIP3 2ql1.2-11.3
KChIP4.2 CSEN 2ql1.1
KChIP4.3 KCNIP4 4pl15.3

DPP DPP6* DPP6 7q36.2-36.3
DPP10* DPP10 2ql4.1

Tabla 1.9. Principales subunidades auxiliares de los canales Kv. *Subunidades que se expresan en el
miocardio. [Adaptada de Nerbonne y Kass, 2005]

MinK N MiRP "
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Figura 1.21. Dibujo esquematico de diversas subunidades auxiliares de canales ionicos. Las subunidades o
aparecen en gris y las subunidades 3 en rojo. (A) Ensamblaje de 4 subunidades o Kv con 4 subunidades Kv[f3
citosdlicas a través del extremo N-terminal. (B) Interaccion del canal Kv4.2 con un complejo de 4 subunidades
citoplasmicas KChIP. Se observa también la asociacion de la subunidad DPPX con la subunidad a. (C)
Asociacion de 4 subunidades Kv7.1 con 2 subunidades minK, asi como la formacion del complejo
macromolecular con la proteina adaptadora yotiao. (D) Complejo molecular formado por una subunidad o Kv,
las subunidades auxiliares Kvf3, MiRP y KChAP y una proteina de densidad pos-sinaptica (PSD). [Adaptadas de
McCrossan y Abbott, 2004]

e Subunidades Kvf3
La familia de las subunidades Kvf3 estd compuesta por tres proteinas homoélogas (Kvp1 a
Kvp3), asi como varias isoformas de alguna de ellas (Wang y cols., 1996; Martens y cols.,

1999). Estas proteinas poseen una simetria 4x muy similar a la de las enzimas 6xido reductasa,
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por lo que se ha sugerido que podrian actuar como sensores redox del canal (Béhring y cols.,
2001). Las subunidades Kvf son proteinas citosolicas que se ensamblan a la subunidad a por
el extremo N-terminal y su principal efecto es inducir una rapida inactivacion de la corriente
(especialmente las Kvf1), aunque también se ha descrito una funcion tipo chaperona que
podria promover o estabilizar la expresion de los canales en la membrana (Figuras 1.21A y D)
(Nakahira y cols., 1996; Martens y cols., 1999; Wissmann y cols., 1999). Aunque las
proteinas Kvf3 se identificaron inicialmente como subunidades reguladoras de los canales Kv1,

actualmente se piensa que participan también en la regulacion de canales de las subunidades o

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

e Subunidad minK y péptidos relacionados

Hasta la fecha se han descrito 5 proteinas codificadas por genes de la familia KCNE
(KCNE1 a KCNES). Todas ellas presentan un tinico segmento TM, un dominio N-terminal
extracelular y un dominio C-terminal intracelular (McCrossan y Abbott, 2004; Bendahhou y
cols., 2005).

La proteina minK (minimal K channel subunif) fue la primera en ser identificada
(Takumi y cols.,, 1988; Murai y cols., 1989). Su presencia en el corazoén es
predominantemente ventricular (Folander y cols., 1990) y su asociacion con la subunidad a
Kv7.1 genera la Ixs (Figura 1.21C) (Barhanin y cols., 1996; Sanguinetti y cols., 1996b).
También se ha descrito que puede interaccionar con las subunidades o Kvll.1 y Kv4.3.
Ademas, mutaciones en el gen que codifica la subunidad minK producen una disminucion de
la Ixs que se relaciona con la aparicion de SQTLS (Splawski y cols., 2000). Las siguientes
subunidades auxiliares codificadas por genes KCNE se identificaron por homologia con minK
y se denominaron MiRP (MinK-Related Peptides) (Figura 1.21D) (Abbott y cols., 1999;
McCrossan y Abbott, 2004). Se ha demostrado la presencia de MiRP1, MiRP2 y MiRP3 en
tejido miocardico humano, donde se ha sugerido que podrian ensamblarse con las
subunidades o Kv11.1, Kv7.1, Kv4.2 y Kv4.3 (Abbott y cols., 1999; Finley y cols., 2002;
McCrossan y Abbott, 2004; Radicke y cols., 2006; Delpoén y cols., 2008). Ademas,
mutaciones en el gen que codifica la subunidad MiRP1 se han relacionado con la aparicion de
SQTL6 (Abbott y cols., 1999) y de FA (Zhang y cols., 2005), mutaciones en el gen que
codifica la subunidad MiRP2 se han relacionado con la aparicion de FA (Zhang y cols., 2005)

y sindrome de Brugada (Delpon y cols., 2008), y mutaciones en el gen que codifica la
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subunidad MiRP4 se han relacionado con la aparicion de Sindrome de Brugada y fibrilacion

ventricular (FV) (Ohno y cols., 2011).

e Subunidad KChAP

La subunidad KChAP (K" Channel Associated Protein) pertenece a la familia de proteinas
inhibidoras del STAT activado (Signal Transducers and Activators of Transcription) (Wible y
cols., 1998). Estas proteinas interactiian con una gran variedad de factores de transcripcion e
intervienen en procesos como la apoptosis (Wible y cols., 2002). La subunidad KChAP es una
proteina citoplasmica que puede unirse al extremo N-terminal de las subunidades a Kv1, Kv2

y Kv4 (Figura [.21D) (Wible y cols., 1998; Kuryshev y cols., 2000).

¢ Subunidades KChIP

Las subunidades auxiliares KChIP (Kv Channel Interacting Protein) son proteinas
citosolicas relacionadas con la familia de sensores neuronales de Ca*". Se han identificado
cuatro subunidades KChIP (KChIP1 a KChIP4) y diversas isoformas de varias de ellas. Estas
subunidades se unen al extremo N-terminal de las subunidades o con una estequiometria 1:1
(Figura 1.21B) (Kim y cols., 2004b). La mayoria de las proteinas KChIP modifican la
actividad del canal afectando a la cinética de inactivacion y/o de recuperacion de la
inactivacion (An y cols., 2000; Decher y cols., 2001; Patel y cols., 2002; Wang y cols., 2007).
Su distribucion es heterogénea, siendo las isoformas KChIP2a, KChIP2b y KChIP2c las
predominantes en el corazéon (An y cols., 2000; Ohya y cols., 2001; Patel y cols., 2002;
Decher y cols., 2004), donde se unen a las subunidades o Kv4.2 y Kv4.3 para regular su

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

¢ Subunidades DPPX

Las proteinas dipeptidilpeptidasas (DPP) pertenecen a la familia de serin-proteasas no
clasicas y son glicoproteinas de membrana con un largo extremo C-terminal extracelular
(Wada y cols., 1992). El primer miembro identificado de esta familia fue la proteina DPP6
(Figura 1.21B), del que se ha sugerido que tiene como funcidn regular la cinética y el trafico a
la membrana de los canales Kv4 (Kin y cols., 2001; Nadal y cols., 2003), con los que
interacciona siguiendo una estequiometria 1:1 (Soh y Goldstein, 2008). En neuronas, se ha
propuesto que la corriente transitoria de K™ (/) estaria formada por un complejo ternario

4:4:4 formado por subunidades o Kv4 y subunidades auxiliares DPP6 y KChIP (Maffie y
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Rudy, 2008). Su presencia en el miocardio humano permite aventurar la formacion de dicho
complejo también en el corazén para generar la Iy, (Radicke y cols., 2005). Ademas, se ha
demostrado que otro miembro de esta familia, la proteina DPP10, interacciona con los canales
Kv4 en neuronas (Jerng y cols., 2004; Li y cols., 2006a), por lo que su presencia en el
miocardio sugiere que podria formar parte de los canales que generan la /,; (Radicke y cols.,

2007).

2.3.3.b. La inactivacidn de los canales Kv

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

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 1.22A) (Zagotta y cols., 1990; Isacoff y cols., 1991; MacKinnon y cols., 1993;
Gomez-Lagunas y Armstrong, 1995; Lee y cols., 1996). Este mecanismo es un proceso de
inactivacion muy rapido (1-10 ms), por lo que también se conoce como “inactivacion rapida”
y se produce en canales de la familia Shaker (Kvl.1 y Kv1.4), Shal (Kv4.2 y Kv4.3) y Shaw
(Kv3.1-3.4) (Coetzee y cols., 1999).

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

(MacKinnon y cols., 1993; Rettig y cols., 1994).
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Una importante caracteristica de este tipo de inactivacion es su sensibilidad al bloqueo por
TEA y por pancuronio, s6lo cuando son aplicados en la cara intracelular del poro (Choi y

cols., 1991).

A ABIERTO INACTIVO

ABIERTO

Figura 1.22. Modelos de inactivacion de los canales Kv. (A) Modelo de “la bola y la cadena”. (B-C) Modelo
de inactivacion tipo-C: cambios conformacionales en la boca externa del poro asociados a la inactivacion tipo-C
(B) y cambios conformacionales adicionales que tienen lugar durante este tipo de inactivacion (C), asociados
fundamentalmente al S6. [Adaptadas de Aldrich, 2001 (A) y Rasmusson y cols., 1998 (B-C)J]

La eliminacion de la inactivacion rapida tipo-N dejo en evidencia la presencia de un
proceso inactivante lento al que se denominé inactivacion tipo-C, puesto que inicialmente se
pens6 que dependia especificamente del extremo C-terminal del canal (Figuras 1.22B y C)
(Choi y cols., 1991; Hoshi y cols., 1991). Posteriormente se ha demostrado que esta
inactivacion depende de cambios conformacionales en la boca externa del poro que implican
también la participacion del filtro de selectividad (Lopez-Barneo y cols., 1993; Rasmusson y
cols., 1998). La inactivacion tipo-C se diferencia de la tipo-N en que es un mecanismo en el
que las cuatro subunidades del canal acttian de manera cooperativa, mientras que los dominios
inactivantes tipo-N actuan independientemente (Ogielska y cols., 1995; Panyi y cols., 1995).
La inactivacion tipo-C, al igual que la inactivacion tipo-N, es independiente de voltaje a
potenciales a los que la activacion es completa, lo que sugiere que estan acopladas a la
activacion. (Hoshi y cols., 1990; Rasmusson y cols., 1995). Ademas, la recuperacion de
ambos tipos de inactivacion es voltaje dependiente, debido al descenso del segmento S4
(Rasmusson y cols., 1995) de manera similar al mecanismo propuesto para el modelo de “bola
y cadena” (Rasmusson y cols., 1995).

Sin embargo, la inactivacion tipo-C se puede diferenciar facilmente de la tipo-N ya que no

es sensible a la perfusion intracelular con TEA (Hoshi y cols., 1991; Lopez-Barneo y cols.,
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1993) y es sensible a la concentracién y naturaleza del cation permeable en el medio
extracelular (MacKinnon y Yellen, 1990). La cinética de la inactivacion tipo-C se retrasa al
aumentar la [K']., debido a la interaccion del K con un sitio de alta afinidad situado en la
cara externa del poro i6nico del canal, que impide que se produzca el cierre de la boca del
canal, retrasando la inactivacion (Lopez-Barneo y cols., 1993). Este mecanismo se conoce

como “pie en la puerta”.

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

cardiaco

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

Kv implicadas en el PA cardiaco: la [y, 1a Iy, la Ik, y la Ixs.

Il Lal,

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

La. Caracteristicas de la 1,,;

La i se activa (alcanza su méxima amplitud en 5-20 ms) e inactiva muy rapidamente en
respuesta a una despolarizacion (Figura 1.23), siendo su reactivacion también muy rapida (=50

ms) (Litovsky y Antzelevitch, 1988; Fermini y cols., 1992).

55



Introduccion

La amplitud de la /i, es dependiente de la frecuencia cardiaca, por lo que su papel en el
control de la DPA es mas importante a frecuencias cardiacas lentas. Ademads, en las células en
las que coexiste con las corrientes de K" rectificadoras tardias, la inhibicion de la I, desplaza
la fase 2 del PA hacia valores mas positivos, lo que acelera la inactivacion de la Ic,p y la
activacion de las corrientes de salida de K, dando como resultado un acortamiento de la DPA
(Fermini y cols., 1992; Carmeliet, 1993; Courtemanche y cols., 1999; Burashnikov y cols.,
2004).
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Figura 1.23. Caracteristicas de la ly;. (A) /[, registrada en miocitos auriculares humanos en nuestro
laboratorio tras la aplicacion del protocolo que se muestra en la parte superior de la figura. (B) Corriente
generada por canales Kv4.3-KChIP2a registrada en células CHO en nuestro laboratorio tras la aplicacion del
protocolo que se muestra en la parte superior. (C) Deteccion por PCR de los distintos tipos de canales que
generan la [, auricular humana (panel superior) y representacion de la expresion relativa de su ARNm (panel
inferior). En el panel superior, la flecha corresponde a la banda de control interno. (D) Representacion tedrica
del comportamiento de la /,,; durante el PA ventricular /[ddaptadas de Caballero y cols., 2010a (A) ,Caballero y
cols., 2004a (B), Bertaso y cols., 2002 (C), Patel y Campbell, 2005 (D)]

Se ha registrado la /;,; en miocitos cardiacos de diferentes especies animales como la rata
(Josephson y cols., 1984; Boyle y Nerbonne, 1992), el ratéon (Benndorf y cols., 1987), el
conejo (Clark y cols., 1988; Giles e Imaizumi, 1988), el perro (Tseng y Hoffman, 1989), el
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gato (Furukawa y cols., 1990) o el hurén (Campbell y cols., 1993a y 1993b), ademés de en
miocitos humanos (Escande y cols., 1987; Beuckelmann y cols., 1993; Nébauer y cols., 1993;
Varro y cols., 1993; Wettwer y cols., 1993; Caballero y cols., 2010a; de la Fuente y cols.,
2012). En el miocardio humano, la densidad de la /;,; es =6 veces mayor en el tejido auricular
y en las fibras de Purkinje que en el ventriculo, mientras que dentro de éste, la /i, presenta un
gradiente transmural de expresion (epicardio > células M > endocardio, siendo ~3-4 veces
mayor en el epicardio que en el endocardio) (Wettwer y cols., 1994; Nibauer y cols. 1996; Li
y cols., 1998). Recientemente nuestro grupo ha demostrado que los miocitos humanos de AD
y de auricula izquierda (AI) de pacientes en RS son eléctricamente heterogéneos (Caballero y
cols., 2010a). Aproximadamente el 35% de los miocitos de las muestras auriculares de
pacientes en RS mostraron una corriente de salida de K™ compuesta por un componente de
rapida activacion e inactivacion identificada como la /i, (Figura 1.24A). En el 20% de las
células no existia /1, pero aparecia un componente de rapida activacion y que no inactivaba,
denominado corriente sostenida o Iy que estd formado en su mayor parte por Ik, (mas del
70%) (Figura 1.24C). En el 45% de las células de la Al se detecté un patrén intermedio, es
decir, las células mostaban tanto I;,; como Iy (Figura 1.24B). Esta heterogeneidad estaba
acompanada también por diferencias en el tamano celular (las céulas /,; predominantes eran
mas pequeias que las [y predominantes). Ademds, las diferencias en las corrientes
repolarizantes se reflejaban en sus correspondientes PA, como ya se habia demostrado en AD
(Wang y cols., 1993). Es importante destacar que en RS, la distribucion de los tres tipos
celulares era idéntica en ambas auriculas (Caballero y cols., 2010a).

El remodelado eléctrico inducido por la FA crénica (FAc) afecta de forma profunda y
diferenciada a las corrientes repolarizantes voltaje-dependientes en ambas auriculas. La
presencia de FAc produce una disminucion del porcentaje de células con patron /i
predominante en ambas auriculas, sin embargo, esa disminucion estaba acompafiada por un
aumento del porcentaje de células con patron intermedio en el caso de la Al, mientras que en
la AD, el patron celular aumentado era el g5 predominante. Ademads, la presencia de FAc
promovia una mayor disminucién de la amplitud y de la densidad de la /,,; en la Al que en la
AD, resultando en una mayor densidad de la /i,; en la AD (Figura 1.24D y E). Por tanto, la
FAc produjo un gradiente AD-AI en la densidad de la /i, inexistente en RS. Es decir, la FAc

estaba aumentando la diferencia interauricular de la /,; (Caballero y cols., 2010a).
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Figura 1.24. Tipos celulares identificados en miocitos humanos auriculares y amplitud y densidad de la I,
en tejido auricular de pacientes en RS y con FAc. (A-C) Familias de trazos registrados en tres células
diferentes obtenidas de muestras de auricula derecha (AD) y procedentes de un paciente en RS. Amplitud (D) y
densidad (E) de la /,,; medidas a +30 mV en muestras de AD y de auricula izquierda (Al) de pacientes en RS y
con FAc. [Modificado de Caballero y cols., 2010a]

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

Existen dos fenotipos de corriente transitoria: una /i, lenta (/1) y una Iy rapida (Zio1 ¢).
Ambos fenotipos se pueden distinguir en funcion de sus propiedades biofisicas, moleculares y
farmacoldgicas (Tabla 1.10) (Nerbonne y Kass, 2005). Ademads, se observa un patréon de
expresion para los dos fenotipos segiin la region del miocardio que se estudia: la [y 5 se
expresa fundamentalmente en regiones que presentan una DPA mas prolongada (endocardio,
ventriculo izquierdo, septo y apex), mientras que la i, se expresa mayoritariamente en
auricula (Oudit y cols., 2001; Tamargo y cols., 2004b; Niwa y Nerbonne, 2010).

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

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

¢ Subunidad o

La subunidad o Kvl.4 genera un corriente de rapida activacion, con una cinética de
inactivacion biexponencial y una lenta recuperacion de la inactivacion (constante de tiempo =
s). Ademas, presenta una acumulaciéon de la inactivacion tras aplicar pulsos repetidos a
frecuencias altas, no es sensible a la toxina Heteropoda (HpTXs, aislada del veneno de la
arafia Heteropoda venatoria), ni a las phrixotoxinas (PaTXs, aislada del veneno de la
tarantula Phrixotrichus aurata) y la 4-AP bloquea el estado abierto de este canal (Tseng-Crank
y cols., 1990; Oudit y cols., 2001; Nerbonne y Kass, 2005). Debido a todas estas
caracteristicas (Tabla 1.10), se cree que la corriente generada a través de los canales Kv1.4 es
la responsable de la corriente nativa /i, s (Oudit y cols., 2001; Tamargo y cols., 2004b; Niwa
y Nerbonne, 2009). De hecho, en miocitos ventriculares de ratones Kv1.4" se ha demostrado
la pérdida del componente lento de la /iy, pero no del componente rapido (London y cols.

1998).

¢ Subunidad reguladoras

Las corrientes generadas por los canales formados por 4 subunidades o Kv1.4 reproducen
casi todas las propiedades de la /i, s salvo la activacion que se produce a potenciales mucho
mas negativos que la corriente nativa (Serddio y cols., 1996). Debido a ello, se ha sugerido
que alguna subunidad reguladora puede estar mediando en esta diferencia. Tal y como hemos
mencionado las subunidades Kvp1 (Kvp1.2, Kvp1.3 y/o KvpB2) pueden interactuar con los
canales Kvl.x pudiendo regular el canal (Morales y cols., 1995; Deal y cols., 1996). Asi, la
subunidad Kvp1.3 acelera tanto el componente rapido como el lento de la inactivacion y
retrasa la recuperacion de la inactivacion del canal Kv1.4 (Castellino y cols., 1995; Morales y

cols., 1995).
1.b.2. Composicion de la I,y
¢ Subunidades a
Las subunidades o Kv4.2 y Kv4.3 generan una corriente que se activa rapidamente y que

se inactiva siguiendo una cinética multiexponencial y que preseta una rapida recuperacion de

la inactivacion, en un rango entre 10 y 100 ms, por lo que no presenta acumulacion de la
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inactivacion. Esta corriente es sensible a HpTXs y a las PaTXs y, en este caso, la 4-AP
bloquea el estado cerrrado del canal. (Serddio y cols., 1996, Nerbonne 2000; Oudit y cols,
2001; Nerbonne y Kass, 2005). Ademads, en miocitos ventriculares de ratones Kv4.2" se ha
visto que presentan una reduccion significativa del componente rapido de la /;,; (Barry y cols.,
1998; Wickenden y cols., 1999). Las subunidades o Kv4.2 y Kv4.3 generan una corriente
cuyas propiedades farmacologicas coinciden con las observadas en la /i, ¢ nativa (Oudit y
cols., 2001; Tamargo y cols., 2004b; Niwa y Nerbonne, 2010), pero no mimetiza las
propiedades cinéticas de la corriente a través de estos canales. Asi, aunque la recuperacion de
la inactivacion de Kv4.2 y Kv4.3 es 10 veces mas rapida que la de los canales Kvl.4 o la
corriente nativa /i1 5, €sta sigue siendo 5 veces mas lenta que la de la /i, ¢ (Patel y Campbell,

2005), lo que sugiere la participacion de subunidades auxiliares.

Lo Canal 1, (MS)  Tipace (MS) TRec (MS) Tejido  Accién 4-AP Especie

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

lots | Kv43  2-10 25-80 25-80 ALV, Cerrado G, H, Hr, P, R,
Kv4.2 Purk Rta

Tabla 1.10. Principales caracteristicas de las corrientes I ¢ e li1 A: Auricula. Act: Activacion. Cj: Conejo.
G: Gato. H: Hombre. Hr: Hurdn. Inact: Inactivacion. P: Perro. Purk: Purkinje. R: Raton. Rec: Recuperacion de la
inactivacion. Rta: Rata. V: Ventriculo. /[Adaptada de Nerbonne y Kass, 2005]

En el corazon humano, las subunidades a Kv4.3 son las responsables de la /i, ¢ (Dixon y
cols., 1996; Kong y cols., 1998; Dilks y cols., 1999). En el ventriculo humano existen dos
variantes de este canal: una isoforma larga o Kv4.3-L y una isoforma corta o Kv4.3-S (Kong
y cols., 1998). La secuencia del canal Kv4.3 estd altamente conservada ya que la isoforma
humana so6lo presenta tres aminoacidos diferentes al de rata (Dilks y cols., 1999). La
dependencia de voltaje de las variantes de hKv4.3 expresadas en células de ovario de hamster
chino (Chinese Hamster Ovary cells, CHO) se asemeja a las de la /i, rregistrada en miocitos
ventriculares humanos (Figura 1.23) (Beuckelmann y cols., 1993; Wettwer y cols., 1993 y
1994; Niabauer y cols., 1993 y 1996; Amos y cols., 1996). El rango de voltaje de activacion de
esta corriente es similar 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. Las
caracteristicas de la inactivacion son también similares (Beuckelmann y cols., 1993; Wettwer

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

Las primeras subunidades auxiliares que se relacionaron con la modulacion de la i) ¢
fueron las subunidades KChIP, concretamente la KChIP2 (Béhring y cols., 2001; Kuo y cols.,
2001; Rosati y cols., 2001). De hecho, se ha demostrado que los ratones KChIP2™" no
presentan /i, r (Kuo y cols., 2001). Ademas, el ARNm de KChIP2 en humano y perro es =25
veces mas abundante en el epicardio que en el endocardio, lo que sugiere que la KChIP2
podria jugar un papel importante en el gradiente transmural de la /;,; (Rosati y cols., 2001;
Zicha y cols., 2004). La coexpresion de las proteinas KChIP con canales Kv4.x incrementa de
forma muy marcada la expresion de dichos canales en la membrana de la célula, lo que
funcionalmente se puede observar como un aumento en la amplitud/densidad del pico de
corriente sin modificar la conductancia del canal Unico (Bdhring y cols., 2001). Ademas, la
proteina KChIP retrasa la inactivacion de la corriente y acelera la recuperacion de la
inactivacion, pero tienen un efecto minimo sobre la cinética y la dependencia de voltaje de la
activacion y de la inactivacion de los canales Kv4.x (Tabla 1.11) (Bédhring y cols., 2001;
Deschénes y Tomaselli, 2002). Se sabe que los residuos del extremo N-terminal que preceden
al dominio T1 de la subunidad o Kv4.3 son esenciales para el ensamblaje con (Figura 1.23)
(An y cols., 2000; Shibata y cols., 2003) y se ha propuesto que cada subunidad KChIP podria
unirse lateralmente con dos dominios T1 del extremo N-terminal de cada subunidad Kv4.3
(Pioletti y cols., 2006; Wang y cols., 2007).

Las proteinas minK y MiRP también modulan las propiedades cinéticas y dependientes de
voltaje cuando se coexpresan en sistemas heterdlogos con los canales Kv4.2 y Kv4.3 (Figura
1.25) (Zhang y cols., 2001; Deschénes y Tomaselli, 2002; Lundby y Olesen, 2006; Radicke y
cols., 2006 y 2008; Delpoén y cols., 2008; Liu y cols., 2008). En miocitos auriculares humanos
se ha descrito, que MiRP2 coinmunoprecipita con los canales Kv4.3 en experimentos
realizados (Delpon y cols, 2008). En experimentos donde se expresaban de forma heteréloga
estas proteinas, se observo que la subunidad MiRP2 disminuia la densidad de la corriente
Kv4.3 tanto cuando se coexpresaba como cuando no, con la subunidad KChIP2 (Tabla I.11)
(Jiang y cols., 2004; Lundby y Olesen, 2006; Delpon y cols., 2008). Ademas, una mutacion en
la proteina MiRP2 relacionada con la aparicion de sindrome de Brugada revierte los efectos
inhibitorios de esta proteina sobre los canales Kv4.3 dando lugar a un incremento de la
corriente generada por este canal (Delpén y cols., 2008), lo que demuestra su importancia en

la /i1 humana.
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Figura 1.25. Dibujo esquématico del canal Kv4.3 con sus posibles subunidades auxiliares. /[Adapatada de
Niwa y Nerbonne, 2010]

Las glicoproteinas DPP6 y DPP10 regulan y se coexpresan con los canales Kv4.2 y Kv4.3
en neuronas (Figura 1.25) (Nadal y cols., 2003; Jerng y cols., 2004; Li y cols., 2006a), por lo
que su presencia en el miocardio humano sugiere también su posible participacion en la [y ¢
(Radicke y cols., 2005 y 2007). Se ha descrito que su coexpresion aumenta la expresion en la
superficie celular de subunidades o Kv4, desplaza la dependencia de voltaje de la activacion e
inactivacion hacia potenciales mas negativos y que acelera la activacion, inactivacion y
recuperacion de la inactivacion del canal (Tabla I.11) (Radicke y cols., 2005; Amarillo y cols.,
2008).

Por ultimo, las subunidades Kvp1, KvB2, Kv3, KChAP y Navp; también son capaces de
modular los canales Kv4.2 y Kv4.3 in vitro (Figura 1.23) (Wible y cols., 1998; Pérez-Garcia y
cols., 1999; Kuryshev y cols., 2000; Yang y cols., 2001). Se ha descrito que las subunidades
Kvp aumentan la expresion de los canales Kv4.3 sin alterar sus propiedades cinéticas (Yang y
cols., 2001). La subunidad Bl del canal de Na' puede interactuar con el canal Kv4.3
produciendo un aumento en la densidad del pico de la corriente, una aceleraciéon de la
inactivacion y un retraso en la recueracion de la inactivacion (Tabla 1.11) (Deschénes y

Tomaselli, 2002; Deschénes y cols., 2008).
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Subunidad Densic‘lad de Inactivacion Recil:l[; il;?vc:c)?éﬂe la voll)tzgzl;gzztciiraagi‘:in
o corriente

KChIP2 i retrasa acelera -
MiRP1 i retrasa - -
MiRP2 l retrasa - -

DPP6 i acelera acelera hiperpolariza

Kvp i - retrasa hiperpolariza

Navf, i acelera retrasa hiperpolariza

Tabla I.11. Modulacion por subunidades auxiliares de la corrietne generada por canales Kv4.3. Aumento o
descenso de la amplitud de la corriente, enlentecimiento o aceleracion del proceso de inactivacion del canal,
enlentecimiento o aceleracion de la recuperacion de la inactivacion o desplazamiento hacia potenciales mas
negativos de la dependencia de voltaje de la inactivacion del canal para diferentes subunidades auxiliares que se
asocian a la subunidad a Kv4.3.

Lc. Regulacion de la Iy,

La fosforilacion, tanto a través de la proteina quinasa A (PKA) como de la proteina
quinasa C (PKC), altera las propiedades del canal que genera la [,;, modificando tanto la
cinética, como la expresion del canal en la membrana celular (Tamargo y cols., 2004b; Patel y
cols., 2005). El activador inespecifico de la serina/treonina y tirosina quinasa PMA inhibe la
corriente generada a través del canal Kv4.2 y Kv4.3, al igual que la corriente nativa /,, efecto
que se suprime mediante la accién de la queleritrina (inhibidor de la PKC) o de la
estaurosporina (inhibidor inespecifico de las serina/treonina quinasas). La activacion de la
PKC aumenta las constantes de tiempo de inactivacion y retrasa el curso temporal de la
recuperacion de la inactivacion de la I,,; (Nakamura y cols., 1997). Hay que resaltar que la
variante del canal Kv4.3-L presenta una insercion de 19 aminoécidos que contiene dos sitios
consenso para la fosforilacion por PKC, lo que sugiere la posibilidad de que esta variante
presente un tipo de regulacion especifica (Xie y cols., 2009). Asi, la corriente generada por la
coexpresion de la variante Kv4.3-L junto a receptores a-adrenérgicos es inhibida por ésteres
de forbol y agonistas a -adrenérgicos y este efecto es revertido tanto en presencia de
inhibidores de la PKC como al introducir mutaciones en los sitios consenso para la
fosforilacion del canal (Po y cols., 2001). Sin embargo, este efecto no se observa con la
coexpresion de la variante corta Kv4.3-S. Es probable que la isoforma de la PKC que esta
mediando en la regulacion tanto de canales Kv4.3 como de la corriente nativa /i, sea la a
(Scholz y cols., 2011).

La CaMKII se expresa de forma abundante en el corazon, siendo la isoforma

predominante la 3-CaMKII (Tobimatsu y cols.,, 1989). La CaMKII juega también un
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importante papel en la regulacion de la /,;, acelerando la inactivacion de los canales que
generan esta corriente y retrasando la recuperacion de la misma (Tessier y cols., 1999;
Colinas y cols., 2006). Se ha descrito también que la regulacion de la [, por esta quinasa
depende de la expresion de otro tipo de proteinas denominadas guanilato-quinasas asociadas a
membrana (MAGUKSs), en concreto la SAP97 que se expresa en miocardio (EI-Haou y cols.,
2009) y que se ha demostrado que interacciona con otros canales dependientes de voltaje de la
familia Shaker (Leonoudakis y cols., 2001; Godreau y cols., 2002; El-Haou y cols., 2009).
Ademas diversos mediadores celulares como la endotelina-1, los agonistas a-adrenérgicos y la
angiotensina II, modulan la expresion y la magnitud de la /,;. Los agonistas a-adrenérgicos
reducen la /;,; en miocitos ventriculares de rata (Apkon y Nerbonne, 1988). La fenilefrina y el
carbacol solo inhiben la corriente generada por el canal Kv4.3 cuando éste se coexpresa con
al-adrenoreceptores o receptores muscarinicos M1, respectivamente, lo que sugiere que el
efecto estaba mediado por la activaciéon de la PKC (Nakamura y cols., 1997). Por otra parte, la
angiotensina II inhibe la /;,; en miocitos ventriculares de rata, efecto que se prevenia por el
PD123391, un antagonista selectivo de receptores de angiotensina II. Esta inhibicion se
suprimia con acido okadaico, un inhibidor de la serin-treonina-fosfatasa 2A, sugiriendo que la
estimulacion de los receptores de angiotensina II inhibe la /;,; a través de la desfosforilacion
producida por esta fosfatasa (Caballero y cols., 2004a).

Se ha descrito también la regulacion B-adrenérgica sobre la /i,; en miocitos ventriculares
de rata y en miocitos auriculares humanos (Zhang y cols., 2010; de la Fuente y cols., 2012).
Recientemente, nuestro grupo ha demostrado por primera vez que la estimulacion -
adrenérgica inhibe la /,; en miocitos auriculares humanos. Esta inhibicion estaba mediada por
la activacion secuencial de la adenilato ciclasa (AC) y de la PKA (de la Fuente y cols., 2012).

En los miocitos que provenian de pacientes en RS, los efectos observados sobre la /i) tras
la estimulacion B-adrenérgica eran cualitativa y cuantitativamente iguales en las muestras de
Al que en las de AD (Figura 1.26B). La expresion del ARNm tanto de los receptores f como
de las principales enzimas implicadas en la respuesta B-adrenérgica (AC tipo V. y VI y
fosfodiesterasas [PDE] 3A y 4A) en el miocardio humano, tampoco era diferente entre ambas
auriculas. Al comparar estos efectos con los efectos que producia el isoproterenol en muestras
auriculares de pacientes con FAc se vio que la FAc potenciaba la inhibicion de la /i, inducida
por isoproterenol, preferentemente en la Al. Esta potenciacion era debida a un aumento en la

expresion del receptor B1-adrenérgico (Figura 1.26C) (de la Fuente y cols., 2012).
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Figura 1.26. Regulaciéon B-adrenérgica de la l,;. (A) Familia de trazos obtenidos tras aplicar el protocolo de
pulsos de la parte superior, en un miocito obtenido de una muestra de auricular izquierda (Al) de un paciente con
FAc, en situacion control y en presencia de isoproterenol 1 nM. (B) Porcentaje de reduccion de la /,,; en
muestras de Al y auricula derecha (AD) de pacientes en RS y con FAc. (C) Grafico de barras que muestra la
expresion relativa de los receptores B-adrenérgicos (B;-AR), de la adenilato ciclasa tipo Vy VI (ACV y VI) y de
las fosfodiesteras 3A y 4A (PDE3A y 4A) [Adapatada de de la Fuente y cols., 2012].

Ld. Propiedades farmacologicas de la I,

Como se ha mencionado anteriormente, la /¢ y la s se pueden diferenciar atendiendo a
sus caracteristicas farmacoldgicas. La 4-AP bloquea los dos componentes, pero lo hace de
manera significativamente diferente. El bloqueo de la /s presenta las caracteristicas clasicas
de un bloqueo de estado abierto del canal, es decir, produce un bloqueo uso-dependiente con
un bloqueo ténico minimo y una aceleracion de la inactivacion. Sin embargo, la 4-AP bloquea
el estado cerrado del canal que genera la I, s (Patel y Campbell, 2005). El bloqueo del estado
cerrado no sélo se manifiesta en la reduccion de la amplitud del pico de la [, ¢, sino que
también es apreciable en el enlentecimiento de la cinética de activacion e inactivacion
(Campbell y cols., 1993a y b; Patel y Campbell, 2005). El uso de diversa toxinas también
permite la identificacion del fenotipo de la /. La HpTX, a la concentracion de 150 nM no
presenta ningun efecto sobre la [, registrada en miocitos endocardicos de hurén y

ventriculares de raton; sin embargo inhibe significativamente la /s de miocitos epicardicos
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registrada en las mismas especies (Guo y cols., 1999; Xu y cols., 1999). Otras toxinas que

interactuan especificamente con la /i, s son las PaTXs, (Diochot y cols., 1999).

Farmaco lio1 Kv4.2/Kv4.3 | Preparacion Referencia
4-AP 1.15 mM MAH Wang y cols., 1995b
Ambasalida 23 uM MAH Koidl y cols., 1996
Amiodarona 4.9 uM MVRta Guo y cols., 1997
Astemizol >1uM MVRta Berul y Morad; 1995
AVE(0118 23 uM CHO Gogelein y cols., 2004
AZD7009 23 uM CHO Persson y cols., 2005
Azimilida 100 uM (60%) MAH Chen y cols., 2002
Bupivacaina 22 uM (31(5) 21(://[) MVRta Castle, 1990; Glez y cols., 2001

. 0

Ac. Canrenéico 17.2 nM Ltk Gomez y cols., 2005
Cloroquina 10 uM MVG Schez-Chapula y cols., 1999
Cromanol 293B 24 uM MVC Bosch y cols., 1998
Clofilio 0.5 uM MVRta Castle, 1991
Diltiazem 63 fﬁf/{l 10 CHO Caballero y cols., 2004b
Disopirimida 259 uM MVRta Schez-Chapula y cols., 1999
E-4031 >50 uM HAM Feng y cols., 1997a
Espironolactona 47.1 uM Ltk Goémez y cols., 2005
Flecainida 26p MVRta Dixon y cols., 1996
HMR1556 10 uM (25%) MVC Gogelein y cols., 2000
Imipramina 3.7 uM MAC;] Delpén y cols., 1992
Indapamida 98 uM MAP Luy cols., 1998
LY97241 0.9 uM MVRta Casle, 1991
Nicotina 270 nM 40 nM OX, MVP Wang y cols., 2000a
Nifedipino >30 uM MVRta Jahnel y cols., 1994
Propafenona 3.9-4.8 uM MAH, MAC Gross y Castle, 1998
Quinidina 5-10 uM MAH Yue y cols., 2000
Risperidona >30 uM MVC Gluais y cols., 2002
RP58866 2.3 uM MVP Yang y cols., 1999
RSD1235 30 uM HEK Fedida y cols., 2005
D-Sotalol >0.5 mM MAH Feng y cols., 1997a
Tedisamilo 6 uM MVRta Dukes y cols., 1989
Terfenadina >1 uM MVRta Berul y Morad, 1995
Terikalant >2 uM MVRta McLarnon y Xu, 1995
Verapamilo >30 uM MVRta Jahnel y cols., 1994
Vernakalant 30 uM Tian y Frishman, 2011

Tabla 1.12: Cls, de los farmacos que bloquean la l;;.. C: Cobayo. Cj: Conrtjo. G: Gato. H: Humanos. Ltk:
fibroblastos de raton. MA: Miocitos Auriculares. MV Miocitos Ventriculares. OX Oocitos Xenopus. P:Perro.
Rta: Rata. (porcentaje entre paréntesis = bloqueo producido por la concentracion indicada) [Adaptada de
Tamargo y cols., 2004b]

La quinidina y la propafenona producen un bloqueo del estado abierto del canal y aceleran
la inactivacion de la /o) (Wang y cols., 1995b). Ademas la quinidina produce un bloqueo
frecuencia-dependiente de la /1 que es consecuencia de una lenta disociacion del farmaco del

canal (Slawsky y Castle, 1994; Wang y cols., 1995b). El vernakalant también reduce la 7, de
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forma frecuencia-dependiente haciendo que en pacientes que presentan taquiarritmias
auriculares se produzca una prolongacion selectiva de la repolarizacion de la auricula (Tian y
Frishman, 2011) La tabla I.12 muestra la potencia de bloqueo, expresada en Clsy de diferentes
farmacos sobre la /i,;.

Se ha propuesto que los bloqueantes de la /,; prolongan la DPA en miocitos auriculares
humanos (Shibata y cols., 1989) y en musculo isquémico ventricular (Mubagwa y cols., 1994).
Sin embargo, el bloqueo de la /,,; puede despolarizar el Em de la fase de meseta lo que puede
favoreer la inactivacion de la Ic,. y acelerar la activacion de las corrientes de salida de K"
rectificadoras tardias. En consecuencia, la reduccion de la densidad de la /i, puede resultar en
un acortamiento de la DPA ventricular (Shibata y cols., 1989; Mubagwa y cols., 1994; Oudit
y cols., 2001).

Ademas, la distribucion heterogénea de la corriente puede aumentar la disparidad de la
DPA e incluso puede iniciar o perpetuar las arritmias por reentrada (Antzelevitch y cols.,
1991). Por todo ello, es necesario ampliar el conocimiento sobre el papel de la [, en el
control de la repolarizacion del PA humano y asi poder utilizar esta corriente como una diana

terapéutica eficaz.

Le. La I,,; en diversas patologias

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

De igual forma, tanto la corriente /,,; como la expresion de Kv4.3 se encuentran
significativamente disminuidas en pacientes con FA (Van Wagoner y cols., 1997; Bosch y
cols., 1999; Grammer y cols., 2000; Workman AJ y cols., 2001; Michael G y cols., 2009;
Nattel y cols., 2010). Esta arritmia se caracteriza por un acortamiento del periodo refractario y
de la DPA auriculares, un aumento de la dispersion del periodo refractario y una pérdida de la
capacidad de adaptacion de la DPA a los cambios de frecuencia (Nattel y cols., 2008;
Kourliouros y cols., 2009). Estas alteraciones en las propiedades eléctricas de la auricula

(remodelado eléctrico) son consecuencia de trastornos en la expresion de los canales i6nicos
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(Nattel y cols., 2008; Michael y cols., 2009). Nuestro grupo ha demostrado que ese
remodelado eléctrico no afecta por igual a la AD que a la Al. La FAc disminuye la 7, y la
Ik, de forma diferente en cada auricula (Caballero y cols., 2010a). Como se ha comentado
previamente la FAc aumenta la diferencia interauricular de la /o, ya que la presencia de FAc
promovia una mayor disminucion de la amplitud y de la densidad de la /;,; en la Al que en la
AD, (Caballero y cols., 2010a).

De forma teorica se habia postulado que el Sindrome de Brugada podria ser consecuencia
de una disminucion de las corrientes despolarizantes (Ina € Icar) 0 de un aumento de las
repolarizantes (/1) que actiuan durante la fase de meseta del PA (Di Diego y cols., 2002).
Recientemente se ha identificado la primera mutacion en KCND3 que produce un aumento de
funcidon implicada en la aparicion de Sindrome de Brugada. Esta mutacién produce un
aumento en la densidad del pico de la I;,; en el ventriculo izquierdo precisamente donde la

expresion de KCND3 es mayor (Giudicessi y cols., 2011).

II. La Ixy,

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

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

IL.a. Caracteristicas de la Ix,,

La Ik, se activa rapidamente (<10 ms) y presenta una inactivacion parcial o incluso no
presenta inactivaciéon alguna durante el curso temporal del PA (Figura 1.27A) (Apkon y
Nerbonne, 1991; Wang y cols., 1993; Li y cols., 1996b; Tamargo y cols., 2004b). La
recuperacion de la inactivacion también es un procso muy lento, lo que tiene gran importancia
para explicar la dependencia de frecuencia de esta corriente a potenciales de membrana
fisiologicos (Feng y cols., 1998a y b).

En humanos, la Ik, se ha registrado en el tejido auricular, pero no en el ventricular
(Figura 1.27A) (Wang y cols., 1993; Liy 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 1.27. Caracteristicas de la lg,. (A) Ik, registrada en miocitos auriculares humanos (MAH) tras la
aplicacion del protocolo que se muestra en la parte superior. Tras aplicar el mismo protocolo en miocitos
ventriculares humanos (MVH), la Iy, no aparece. (B) Deteccion por PCR de canales Kv que generan corrientes
tipo Iy, en muestras auriculares humanas (panel superior) y representacion de la expresion relativa del ARNm
de cada uno (panel inferior). En el panel superior, la flecha corresponde a la banda del control interno. (C)
Corriente generada por canales Kv1.5 humanos expresados en células Ltk tras la aplicacion del protocolo que se
muestra en la parte superior de la figura. [Adaptadas de Li y cols., 1996b (A), Bertaso y cols., 2002 (B) y Gémez
y cols., 2005 (C)]

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

Existen diversas subunidades o Kv que generan corrientes similares a la /g, (Kv1.2,
Kvl.5, Kv2.1, Kv3.1), aunque sus propiedades farmacoldgicas son diferentes (Tabla 1.13). La
sensibilidad a 4-AP y la resistencia al TEA y a la dendrotoxina (DTX) de la Ik, humana y de
raton parecen indicar que es la subunidad a Kv1.5 la responsable de generar esta corriente en
ambas especies (Nattel y cols., 1999). Por el contrario, en el perro (Kv3.1) o en la rata (Kv1.2
en auriculas y Kv2.1 en ventriculos) parecen estar implicadas otras subunidades o Kv

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

Subunidad a Gen 4-AP (nM) 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 1.13. Propiedades farmacolégicas de los distintos canales Kv responsables de la lg,. 4-AP: 4-
Aminopiridina. CTX: Caribdotoxina. DTX: Dendrotoxina. TEA: Tetraetilamonio. [Adaptada de Nattel y cols.,
1999]

La expresion de canales Kv1.5 humanos en sistemas heterdlogos permite registrar una
corriente rectificadora tardia que presenta las caracteristicas biofisicas y farmacoldgicas de la
Ik (Figura 1.26). Aunque la proteina Kv1.5 se expresa en igual proporcion en auricula y en

ventriculo humano, so6lo forman canales funcionales en la auricula (Fedida y cols., 1993;
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Wang y cols., 1993; Li y cols., 1996b). Ademas, en miocitos auriculares humanos cultivados
en los que se usan oligonucleodtidos antisentido (AsODN, Antisense oligonucleotides) contra
el ARNm de la subunidad Kv1.5 no se registra la /g, (Feng y cols., 1997b), confirmando el
papel de Kv1.5 en la corriente nativa.

Se ha descrito que las subunidades o de la familia Kvl (como Kv1.5) se pueden asociar
con miembros de la familia de subunidades Kvf (England y cols., 1995; Accili y cols., 1997;
Martens y cols., 1999), siendo las subunidades Kvp1 y Kvp2 las que se expresan en el
miocardio humano (McCormack y cols., 1999). Cuando se coexpresan con Kvl.5, las
subunidades Kvp1 participan en la regulacion 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 Kvp2.1 con canales Kvl.5 disminuye la expresion en la
membrana, aumenta el grado de la inactivacion lenta y desplaza el punto medio de la curva de

activacion hacia potenciales mas negativos (Uebele y cols., 1996; Accili y cols., 1997).

1l.c. Regulacion de la Ix,,

El canal Kv1.5 y las subunidades Kvp poseen multiples sitios de fosforilacion para la
PKA y la PKC. En miocitos auriculares humanos la Ik, estd regulada tanto por la
estimulacion a- como B-adrenérgica, que presentan efectos opuestos (Nattel y cols., 1999). La
I, registrada en miocitos auriculares procedentes de pacientes tanto en RS como con FA, no
se ve modificada por el isoproterenol a la concentracion de 1 nM (de la Fuente y cols., 2012),
que solo aumenta cuando se emplean concentraciones mayores de 10 nM (Li y cols., 1996b;
de la Fuente y cols., 2012). Este efecto es mimetizado por la estimulacion directa de la
adenilil ciclasa (AC) y suprimido por un péptido inhibidor de la PKC, el bisindolilmaleimida
(Liy cols., 1996b).

Distintos estudios indican que la coexpresion de Kvp1.3 con el canal Kv1.5 es necesaria
para el aumento de la corriente mediado por PKA (Kwak y cols., 1999) mientras que la
subunidad Kvf1.2 aumenta el efecto inhibidor sobre la corriente de la PKC (Williams y cols.,
2002).

La coexpresion de los canales Kv1.5 con receptores que estimulan la fosfolipasa C (PLC),
como el receptor humano de la trombina y el de serotonina 5-HT),, inhibe la amplitud de la
Ik, sin modificar la cinética ni la dependencia de voltaje de la activacion (Timpe y Fantl,

1994). La inyecciéon simultanea del inositol 1,4,5-trifosfato(IP;) y PMA reproduce la
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modulacidon recién comentada, sugiriendo que estos receptores pueden modular el canal
Kv1.5 al activar la PLC.

Ademas, los canales Kvl.5 también pueden ser regulados por el 6xido nitrico (NO) a
través de la via GMPc/PKG. Donadores de NO como el SNAP disminuyen la corriente

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

11.d. Propiedades farmacologicas de la Ix,,

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

Los estudios de mutagénesis han demostrado que los residuos Thr507, Leu510, Val514
del S6 son criticos en la unién de quinidina (Yeola y cols., 1996), benzocaina (Caballero y
cols., 2002) y bupivacaina (Franqueza y cols., 1997). Pero también se ha demostrado que en
la boca externa del canal formado por el lazo P y por las regiones adyacentes de los
segmentos S5 y S6 se encuentran diversos sitios de union para farmacos (Carmeliet, 1998;
Nerbonne, 2000; Tamargo y cols., 2004b).

Dado que la Ik, es una corriente exclusivamente auricular, se ha propuesto que los
farmacos que actuen como inhibidores selectivos de esta corriente podrian ser utiles en el
tratamiento de las arritmias auriculares y que ademas, carecerian de efectos adversos a nivel
ventricular (Brendel y Peukert, 2002; Nattel, 2002). Los principales inhibidores selectivos de
la Ixy que se han identificado son NIP-142, S9947, AVEO0118, S0100176, S20951 y
vernakalant. Estas moléculas no modifican el intervalo QT, prolongan significativamente el
periodo refractario auricular (izquierdo > derecho) y disminuyen la vulnerabilidad de la Al e
incluso revierten la FA a RS (Matsuda y cols., 2001; Brendel y Peukert, 2002; Knobloch y
cols., 2002; Blaauw y cols., 2004; Dorian y cols., 2007). Desafortunadamente, existen pocos
datos clinicos sobre la seguridad y eficacia de estos farmacos. Sin embargo existen datos
esperanzadores. Wettwer y colaboradores demostraron que el bloqueo de la Ik, tanto por el
4-AP como por el AVEO118, desplazaba a potenciales mas positivos la fase de meseta del PA
tanto en pacientes en RS como en pacientes con FA (Wettwer y cols., 2004). Ademas, ambos

farmacos prolongan la DPA en pacientes con FA, no asi en pacientes en RS.
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1l.e. La Ix, en diversas patologias y canalopatias asociadas a los canales Kvi.5

Los niveles de expresion de los canales i6nicos no son un parametro fijo sino que varia
dependiendo de diversos factores. Asi, en ratas, tras un infarto de miocardio, la expresion del
gen Kv2.1 disminuye con los correspondientes cambios en la corriente (Qin y cols., 1996). Se
ha demostrado que la densidad de Ik, registrada en miocitos auriculares humanos disociados
de muestras de pacientes en RS es mayor en la AD que en la Al (Caballero y cols., 2010a).
Al contrario de lo que ocurria con la /iy, la FAc produce una disminucién en la amplitud y la
densidad de la Ik, més marcada en la AD que en la Al (Figura 1.28A). Por tanto, la FAc
aumenta la diferencia interauricular en las corrientes repolarizantes (Caballero y cols., 2010a).
Aunque se ha descrito que la disminucion de la densidad de la corriente se debia a una
disminucién en la expresion tanto del ARNm como de la proteina Kv1.5 (Van Wagoner y
cols., 1997), recientemente nuestro grupo ha descrito que no hay diferencias significativas en
la expresion del ARNm de los canales Kv1.5 entre pacientes en RS y con FA (Figura 1.28B).
(Caballero y cols., 2010a).
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Figura 1.28. Distribucion auricular de la lg,,. (A) Densidad de /i, registrada a +30 mV en miocitos obtenidos
de muestras de auricula izquierda (Al) y derecha (AD) procedente de pacientes en RS y con FA cronica. (B)
Histograma del analisis densitométrico de la expresion del ARNm de Kv1.5 normalizada con respecto a la
expresion del ARNm. [Adapatada de Caballero y cols., 2010a].

Por otro lado, se ha identificado un polimorfismo en la region C-terminal del canal
(P532L) que aparece con una frecuencia de 1.1% en la poblacion afroamericana (Drolet y
cols., 2005; Simard y cols., 2005). En estos individuos la Ik,  generada es practicamente
idéntica a la nativa, sin embargo presenta una sensibilidad menor a firmacos antiarritmicos

como quinidina y propafenona (Simard y cols., 2005). También se ha descrito una mutacion
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(E375X) en el gen KCNES que produce una pérdida de funcion del canal Kv1.5 y que se

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

III. La I,

El componente rapido de la corriente de salida de K™ con rectificacion tardia contribuye a
la fase 3 de la repolarizacion y juega un importante papel en el control de la DPA y del
periodo refractario (Hancox y cols., 1998; Tseng, 2001; Tamargo y cols., 2004b, Sanguinetti,
2010). La importancia de la Ik, se ha puesto de manifiesto gracias a diferentes patologias en
las que se producen mutaciones tanto en la subunidad o (Sanguinetti y cols., 1995 y 1996a)
como en las subunidades  (Abbott y cols., 1999), que se pueden manifestar como SQTL
congénitos o adquiridos (Splawski y cols., 2000; Tamargo, 2000) y que se han relacionado
con un aumento del riesgo de sufrir arritmias. Ademas, la Ik, es la diana terapéutica de los
farmacos antiarritmicos de clase III (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990; Spector y cols., 1996a;

Nattel y Singh, 1999).
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Figura 1.29. Caracteristicas de la lg,. (A) Corriente registrada en miocitos ventriculares humanos en ausencia
(O) y en presencia (@) de E-4031 tras la aplicacion del protocolo que se muestra en la parte superior izquierda y
corriente sensible al E-4031 correspondiente a la Ik,, (derecha). (B) Registro de la corriente generada por
subunidades Kv11.1 registrada en células CHO tras la aplicacion del protocolo que se muestra en la parte
superior. Se muestran las transiciones entre las diferentes conformaciones del canal (A: Activo. C: Cerrado. I:
Inactivo). (C) Representacion esquematica de los distintos estados del canal Kv11.1. [Adaptadas de Li y cols.,
1996a (A), Caballero y cols., 2003 (B) y Sanguinetti y Tristani-Firouzi, 2006 (C)]
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I.a. Caracteristicas de la Iy,

Con la despolarizacion del Ey, la amplitud de la Ik, va aumentando progresivamente hasta
alcanzar un maximo a potenciales entre 0 y +10 mV. A potenciales mas positivos, la amplitud
disminuye debido a que la inactivaciéon del canal tiene lugar mas rapidamente que la
activacion (Figura 1.29) (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990; Li y cols., 1996a; Spector y cols.,
1996b; Smith y cols., 1996; Hancox y cols., 1998; Tseng, 2001). Sin embargo, cuando la
repolarizacion alcanza valores de E, negativos (en la fase 3 del PA), los canales que generan
la Ik, se recuperan rapidamente de la inactivacion y vuelven a entrar en el estado abierto (la
velocidad de recuperacion de la inactivacion a través del estado abierto es mas rapida que la
de deactivacion), lo que da lugar a una corriente de gran tamafo que facilita la repolarizacion
final del PA (Figura 1.29) (Hancox y cols., 1998; Tseng, 2001). Por todo ello, el grado de
activacion de la Ik, durante la fase 2 viene determinado por la dependencia de voltaje y de
tiempo de la activacion de los canales, mientras que en la fase 3 su participacion estéd
determinada por la recuperacion de la inactivacion y la deactivacion de los mismos (Tseng,
2001). Tanto las caracteristicas biofisicas como la distribucion de los canales que generan la
Ix: son especificas de cada especie. Asi, la densidad de la Ik, en el miocardio humano es
mayor en el ventriculo que en la auricula, mientras que en la rata y el cobayo ocurre lo
contrario (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1991; Pond y cols., 2000; Tseng, 2001; Tamargo y cols.,
2004b).

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

La subunidad o Kv11.1 (antiguamente denominada hERG, human ether-a-go-go related
gene) es la responsable de la generacion de la Ik, (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990 y 1991).
Ademas de en el miocardio, esta subunidad se expresa en sistema nervioso, 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 (hHERG1a y hERG1b) con diferentes propiedades biofisicas (London y cols., 1997;
Wang y cols., 2000c), y se piensa que ambas isoformas se ensamblan en el miocardio para
formar un canal heterotetramérico (Jones y cols., 2004). Sin embargo, la Ik, nativa y la
corriente generada por los canales Kvl1.1 (/kyi1.1) expresados en sistemas heterdlogos se

diferencian en el gating y la conductancia del canal, asi como en la regulacion por la [K'].
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(Tseng, 2001; Tristani-Firouzi y Sanguinetti, 2003), sugiriendo la participacion de
subunidades auxiliares en la generacion de esta corriente.

La utilizacion de AsODN contra el ARNm de minK producia una disminucioén en la
amplitud de la Ik, en células AT-1, una linea tumoral de miocitos auriculares, lo que sugeria la
implicacion de esta subunidad en la formacion de los canales que generan esta corriente
(Yang y cols., 1995). De hecho, la amplitud de la Ik, era significativamente menor en los
cardiomiocitos de ratones minK” que en los de ratones control. Ademas, la posterior
coexpresion de minK en dichos miocitos producia el aumento de la Ik, (Kupershmidt y cols.,
1999). La coexpresion de minK también aumentaba la amplitud de la Ixyi;; en células
HEK293 (McDonald y cols., 1997).

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

Ill.c. La Ik, en diversas patologias

En un modelo canino de infarto, la densidad de la Ik, y los niveles de ARNm de Kv11.1 se
encuentran reducidos en miocitos ventriculares (Jiang y cols., 2000). Sin embargo, 48 horas
después del infarto, la densidad de la /x, aumenta en las células de Purkinje subendocardicas,
lo que ocasiona que se genere un gradiente en la repolarizacion ventricular. Esta
heterogeneidad en la repolarizacion puede aumentar los efectos proarritmicos de ciertos
farmacos en pacientes con infarto de miocardio. Ademads, tanto la hiperglucemia como la
hipoglucemia inhiben la corriente generada por canales Kv11.1 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 funcion de estos canales (Zhang y cols., 2003).
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1I1.d. Canalopatias asociadas a las subunidades Kv11.1 y MiRPI

Diferentes mutaciones en los genes que codifican las subunidades Kv11.1 y MiRP1 se han
relacionado con la aparicién de SQTL y SQTC.

Se conocen mas de 200 mutaciones en el gen que codifica la subunidad Kv11.1 (KCNH2)
asociadas al SQTL (SQTL2). EI SQTL2 representa un 30-35% de los casos de SQTL y es el
que mayor mortalidad presenta (Roberts, 2006). Todas las mutaciones identificadas producen
una disminucion de la Ik, ocasionada por la pérdida/disminucién en la funcion del canal
Kvl11.1 (Curran 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, Sangunetti,
2010; Amords y cols., 2011). Una de ellas ha sido descrita recientemente por nuestro grupo.
Caracterizamos una mutacion sin sentido asociada a SQTL2 producida por la sustitucion de
un Glu por una Gly en la posicion 637 identificada en una familia espafiola. Esta mutacion
abolia la rectificacion interna mediante la supresion de la inactivacion tipo C del canal Kv11.1
y eliminaba la selectividad por el K'. Estas alteraciones producian una marcada disminuciéon
de la amplitud de la corriente durante el PA lo que explicaba la prolongacion del intervalo QT
que se obsevaba en los pacientes que presentaban esta mutacion (Amords y cols., 2011).

También se han descrito mutaciones en el gen que codifica la subunidad MiRP1 (KCNE2)
asociadas a la aparicion del SQTL6 (Abbott y cols., 1999; Splawski y cols., 2000; Kass y
Moss, 2003).

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

Por tultimo, existen mutaciones en el gen KCNH2 relacionadas con la aparicion del
sindrome de QT corto tipo 1 (SQTC1) (Brugada y cols., 2004). E1 SQTC se caracteriza por un

acortamiento del intervalo QT del ECG (<320 ms) y una marcada aceleracion de la
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repolarizacion lo que predispone a padecer FA, FV y muerte stubita (Gussak y cols., 2000;
Brugada y cols., 2004; Bjerregaard y Gussak, 2005). Hasta ahora se han descrito dos
mutaciones relacionadas con el SQTCI, que consisten en la sustituciéon de una Asn por una
Lys en posicion 588 (Brugada y cols., 2004; Hong y cols., 2005) y una Thr por una Ile en
posicidon 618 (Sun y cols., 2011). Ambas mutaciones producen un aumento de la corriente de
salida de K, lo que se traduce en un acortamiento del intervalo QT (Brugada y cols., 2004;

Schimpf'y cols., 2005; Sun y cols., 2011).

1V. La Ik,

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

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

IV.a. Caracteristicas de la Ik,

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

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

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

La subunidad o Kv7.1 (antiguamente denominada KvLQTI1) se ensambla con Ia
subunidad auxiliar minK para generar una corriente que se activa lentamente y cuyas

caracteristicas se corresponden con la Ik nativa (Barhanin y cols., 1996; Sanguinetti y cols.,
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1996b). La expresion en sistemas heterdlogos de la subunidad oo Kv7.1 genera una corriente
(Ikv7.1) que se activa rapidamente y se inactiva lentamente (Figura 1.30B) y cuyas
caracteristicas son claramente diferentes a las de la Ikxs nativa (Barhanin y cols., 1996;
Sanguinetti y cols., 1996b; Lee y cols., 1997). Por otro lado, la expresion de minK por si sola
no forma ningun canal funcional (Figura [.30A). Sin embargo, la coexpresion de ambas
subunidades produce un incremento de la corriente generada, un retraso de la activacion del
canal y la desaparicion de la inactivacion, de manera que se obtiene una corriente con
caracteristicas muy similares a la /g, nativa (Figura 1.30C) (Barhanin y cols., 1996;
Sanguinetti y cols., 1996b). Ademas, la presencia de minK modifica la sensibilidad al pH
intracelular y a la temperatura (Unsold y cols., 2000) y aumenta la conductancia de los
canales Kv7.1 (Pusch, 1998), asi como su afinidad tanto por los inhibidores (cromanol 293B,
HMR-1556, XE991) como por los activadores (el dcido mefenamico y los é4cidos laurico,
oléico y docosahexanoico) de la Ixs (Busch y cols., 1997; Unsold y cols., 2000; Wang y cols.,
2000b). Actualmente se acepta que la Ixs se genera a través de canales formados por 4
subunidades o Kv7.1 ensambladas con, al menos, 2 subunidades auxiliares minK (Chen y

cols., 2003a) a través de un dominio en la region C-terminal de Kv7.1 (Schmitt y cols., 2000).
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Figura 1.30. Caracteristicas de la lg,. (A y B) Corrientes registradas en células de mamifero transfectadas sélo
con las subunidades minK (A) y Kv7.1 (B). (C) Corriente registada en nuestro laboratorio con ambas
subunidades a la vez. [Adaptadas de Sanguinetti y cols., 1996b (A'y B)]

Hasta el momento se han identificado en el corazén 6 isoformas diferentes de Kv7.1
debidas a modificaciones postranscripcionales, siendo las isoformas 1 y 2 las de mayor
expresion en el miocardio (Lee y cols., 1997; Pereon y cols., 2000). Ademas, se ha descrito

que la subunidad Kv7.1 puede asociarse in vitro con los otros 4 miembros de la familia de
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proteinas codificadas por los genes KCNE (MiRP1 a MiRP4) (McCrossan y Abbott, 2004;
Bendahhou y cols., 2005).

1V.c. La Ik, en diversas patologias

Nuestro grupo ha descrito por primera vez, que la presencia de FAc aumenta tanto la
amplitud como la densidad de la Ixs en ambas auriculas por igual (Figura I.31A) (Caballero y
cols., 2010a). Se habian descrito diferentes resultados (tanto aumentos como disminuciones)
en cuanto a la expresion de Kv7.1 y de minK en FAc (Bosch y cols., 1999; Lai y cols., 1999;
Gaborit y cols., 2005; Michael y cols., 2009). Nuestros resultados coinciden con aquellos que
demostraban que en presencia de FAc se produce una disminucion de la expresion de Kv7.1 'y

un aumento de la expresion de minK (Figura [.31B) (Caballero y cols., 2010a).
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Figura 1.31. Aumento de la I, en FA. Corriente /i registrada aplicando el protocolo de pulsos de la parte
superior, en miocitos auriculares humanos de pacientes en RS y con FAc (A). Histograma del analisis
densitométrico del ARNm Kv7.1 y minK en muestras procedentes de pacientes en RS y con FA (B) /Adaptadas
de Caballero y cols., 2010a]
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1V.d. 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, variante
autosomica recesiva del SQTL), SQTC y FA familar.

Los SQTL asociados a la Ixs se deben a mutaciones en los genes que codifican las
subunidades Kv7.1 y minK (SQTLI y SQTLS, 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 mutaciéon en el gen que codifica la
proteina yotiao (proteina de anclaje para la PKA, AKAP, 4-Kinase Anchoring Protein) que
también cursa con prolongacion del intervalo QT (SQTL11) (Chen y cols., 2007). La
regulacion B-adrenérgica de la Ixs requiere el ensablaje de la proteina yotiao con la subunidad
a Kv7.1 (Marx y cols., 2002).

Existen ademds otras mutaciones en los genes KCNQI1 y KCNEI1 relacionadas con la
aparicion de SJLN, que se caracterizan por una pérdida/disminucion en la funcidon 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 subunidad o Kv7.1 (V307L) que produce
una ganancia de funcion del canal y que esté relacionada con la aparicion de SQTC (SQTC2)
(Bellocq y cols., 2004) y mutaciones en Kv7.1 (Chen y cols., 2003b) y MiRP1 (Yang y cols.,
2004) que se caracterizan también por producir una ganancia de funcion de los canales que

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

3. FIBRILACION AURICULAR

La FA es una taquiarritmia supraventricular caracterizada por una activacion auricular
descoordinada y la presencia en el ECG de una actividad auricular rapida (>350 latidos/min)
de amplitud variable, que conduce a un deterioro de la funcidon mecéanica y a una respuesta
ventricular irregular (Chugh y cols., 2001; Peters y cols., 2002; Nattel, 2002; Maisel y
Stevenson, 2003; Fuster y cols., 2006; Camm y cols., 2010 y 2012).
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La FA, tal como establecen el American College of Cardiology, la American Heart
Association y la European Society of Cardiology, se clasifica en: a) FA de primer diagnostico,
cuando el paciente presenta FA por primera vez, sin tener en cuenta la duracion de la arritmia
ni la persistencia y severidad de los sintomas; b) FA paroxistica, caracterizada por la aparicion
de episodios que duran menos de 7 dias, con caracter autolimitado y que no requiere
medicacion; ¢) FA persistente, en la que la arritmia suele durar méas de una semana y puede
requerir cardioversion farmacologica o eléctrica para restaurar el RS, y d) FA permanente o
crénica, de duracion superior a 6 meses y que no responde a cardioversion.

La FA es la arritmia cardiaca de mayor prevalencia en la poblacion general (1-2%) y la
que mas hospitalizaciones y gastos sanitarios origina (Benjamin y cols., 1998; Chugh y cols.,
2001; Fuster y cols. 2006). El numero de casos de FA aumenta con la edad, desde un 0.5% de
prevalencia en pacientes de entre 40-50 afios, en torno a un 10 % en pacientes de 80 afios y
mas de un 18% en pacientes de mas de 85 afios (Fuster y cols., 2006; Camm y cols., 2010).
Mas de 6 millones de europeos padecen esta arritmia y debido al progresivo envejecimiento
de la poblacion, se estima que su prevalencia se duplique en los proximos 50 afios (Miyasaka
y cols., 2006; Heeringa y cols., 2006; Camm y cols., 2010; Lip y cols., 2012).

La FA duplica la mortalidad del paciente independientemente de otros factores de riesgo
diagnosticados (Stewart y cols., 2002). Se diagnostica en un 15-35% de los pacientes con
insuficiencia cardiaca (Maisel y Stevenson, 2003) y ademads, provoca un aumento en el
nimero de casos de infarto (aproximadamente el 20% se deben a FA) (Kirchof'y cols., 2007).
La FA desorganiza completamente la contractilidad auricular provocando la aparicion de
zonas de flujo turbulento y otras donde se produce remansamiento sanguineo, favoreciendo la
aparicion de trombos intra-auriculares hasta en un 26% de los pacientes, lo que explica,
parcialmente, el aumento de la incidencia de eventos tromboembolicos e ictus producido por
la FA (5.3% vs. 0.8% en pacientes tratados con antiagregantes y anticoagulantes) (Atrial

Fibrillation Investigators, 1994; Stoddar y cols., 1995; Wolf'y cols., 1996).

3.1. Génesis de l1a FA

A pesar del esfuerzo dedicado al estudio de la FA, no se ha identificado un factor tinico
que pueda considerarse per se la causa de la génesis y del mantenimiento de la FA. Los datos
disponibles hasta el momento, sugieren que la patogénesis de la FA es multifactorial. Se
puede deber bien a la aparicion de un foco ectopico con actividad eléctrica automatica

(localizado generalmente en las venas pulmonares) que produce frentes de onda a elevadas
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frecuencias que se conducen al resto de la auricula de forma fibrilatoria, o bien, a la invasion
de las auriculas por multiples fuentes de reentrada de forma simultdnea y desorganizada
(reentrada por multiples ondas). Ambos mecanismos no son excluyentes entre si y de hecho
es probable que puedan coexistir siendo los causantes de la aparicién y del mantenimiento de
la FA (Nattel, 2002; Fuster y cols., 2006; Kourliouros y cols., 2009).

Estos dos mecanismos electrofisioldgicos consisten en:

A) Reentrada por multiples ondas. En esta hipotesis, todo el miocardio auricular participa
en el mantenimiento de frentes simultaneos de activacion que continuamente giran, se dividen,
se fusionan o se extinguen. Este mecanismo de reentrada implica el fraccionamiento de los
frentes de onda que se propagarian por las auriculas y se autoperpetuarian como “ondas hijas”
(Moe y Abildskov, 1959, Moe y cols., 1964). Aunque esta hipotesis se postuld en los afios 60,
el soporte experimental de esta teoria no llegd hasta los afios 80, gracias a los experimentos de
Allesie y colaboradores. Estos autores demostraron la existencia de multiples ondas de
propagacion que provocaban una actividad auricular turbulenta (Allesie y cols., 1985; Jalife,
2011) y que eran necesarios entre 4 y 6 frentes de onda para que la FA se puediera mantener
(Allesie y cols., 1985; Comtois y cols., 2005; Jalife, 2011). Segun este modelo, el nimero de
ondas presentes para el mantenimiento de la FA depende del periodo refractario, de la masa
de la auricula y de la velocidad de conduccion en diferentes partes de la misma (Rensma y
cols., 1988). Es decir, todo el miocardio auricular participa en el mantenimiento de frentes
simultaneos que invaden las auriculas de forma cadtica sin seguir un patron. Ademas, los
registros simultineos mediante multiples electrodos apoyaron la hipétesis de los multiples
frentes de onda en seres humanos (Cox y cols., 1991). Sin embargo, estudios cartograficos
experimentales y clinicos pusieron en duda este mecanismo como unica causa de FA
(Mandapati y cols., 2000; Sanders y cols., 2005).

B) Origen focal de la FA. El origen focal de la FA estaba basado en modelos
experimentales en los que se demostraba que la arritmia persiste en regiones aisladas en el
miocardio auricular. Ya a principios del siglo XX, Winterberg y cols. postularon que la FA se
producia por un foco ectopico cuya actividad se conducia al resto de la auricula (Winterberg,
1907). Cincuenta afos después, Scherf recuper6é la teoria de la existencia de un foco
automatico para explicar la génesis de la FA (Scherf, 1958). Sin embargo, en los afios 60 la
teoria dominante era la de la reentrada por multiples ondas y, por ello, no se prestd mas
atencion a la teoria focal hasta los trabajos del Dr. Haissaguerre. En estos trabajos se
describian casos de FA paroxisitica en pacientes debidos a descargas focales repetitivas desde

las venas pulmonares que podian ser suprimidas mediante la ablacion del foco de origen
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(Haissaguerre y cols., 1998). Estudios cartograficos de FA en corazones de oveja apuntaban a
un generador primario local, que consistia en un pequefio circuito de reentrada, o bien un foco
activo ectopico (Morillo y cols., 1995; Mansour y cols., 2001). Los focos situados en la
auricula izquierda parecian tener una particular importancia, probablemente relacionada con
la localizacion de las venas pulmonares en la auricula izquierda. Otra teoria sobre el origen
focal de la FA a nivel de las venas pulmonares, consiste en la existencia de un Unico, o un
pequeno numero de circuitos de microentrada o “rotores”. Winefree definié6 como rofor a la
rotacion estable de reaccion y difusion que rodea a un pivote (Winfree, 1978). Estos pivotes o
singularidades de fase se crean tras la rotura de un frente de onda al encontrarse en su
propagacion con tejido refractario o con un obstaculo anatomico. En ese punto de ruptura, el
frente de propagacion se curva y se enlentece hasta llegar a converger con su propia cola de
refractariedad, creandose un rotor de activacion.

Estos rotores se mantienen por si mismos pero requieren estar anclados anatdbmicamente a
un tejido muscular cardiaco heterogéneo (Samie y cols., 2001; Jalife y cols., 2002). Hocini y
cols., concluyeron que el tejido miocardico de las venas pulmonares se caracteriza por una
anisotropia mucho mayor que la del resto del miocardio condicionado por la compleja
disposicion de los haces de fibras miocardicos que cambian de direccion en muchos puntos.
Esta caracteristica determina las grandes diferencias en la velocidad de conduccion del
impulso en las porciones de epicardio y endocardio que rodean las venas pulmonares. Ademas,
en el tejido conviven PAs extraordinariamente breves con otros normales y prolongados. La
marcada anisotropia y la heterogeneidad en la repolarizacion (Hocini y cols., 2002) son el
sustrato perfecto para que cualquier extrasistole (generada en las células automaticas de la
zona) desencadene un rotor. Aunque no universalmente aceptada, la teoria de los rotores se ha
convertido en una importante explicaciéon mecanistica de la FA (Voigt y cols., 2010; Skanes,
2009; Jalife, 2011; Narayan y cols., 2012).

El andlisis de la dinamica de los rotores ha demostrado que el aumento de la /x; acelera y
estabiliza los rotores en modelos de FA cronica, mientras que el bloqueo individual de la Ik,
y de la /i1, pero no de la Ik, ni de la Ixs , produce la terminacion de los rotores debido a la
prolongacion en la fase de meseta en lugar de la fase terminal del PA (Pandit y cols., 2005).

Afortunadamente, es posible identificar las regiones de actividad peridodica mediante
analisis espectral de alta resolucion. En la mayoria de los casos experimentales, la pared
posterior de la Al es la que alberga las fuentes con actividad espacio-temporal organizada de
forma mas rapida. (Mandapati y cols., 2000; Kalifa y cols., 2006). Los frentes de onda

generados por estas fuentes toman patrones de conduccidn espacialmente complejos a medida
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que se acercan a la AD, y en conjunto, se manifiestan como un patron de conduccidon
fibrilatoria (Berenfeld y cols., 2002). El aporte experimental a la idea de que la mayoria de las
fuentes de FA se localiza en la Al viene de estudios en pacientes que muestran que el
aislamiento quirurgico de las venas pulmonares es una estrategia efectiva para parar la FA

paroxistica (Medi y cols., 2010).

3.2. Causas y condiciones asociadas a la FA

En los ultimos afos se han demostrado diversas causas y condiciones asociadas a la FA:

e Causas reversibles. La FA puede ser un proceso temporal asociado a la ingesta de
alcohol, cirugia cardiaca/coronaria, infarto de miocardio, pericarditis, miocarditis, embolismo
pulmonar y otras enfermedades pulmonares, hipertiroidismo y otros desérdenes metabdlicos.
Por lo general, en estos casos, el tratamiento de la causa termina con el episodio de FA
(Fuster y cols., 2006; Camm y cols., 2010).

e FA sin enfermedad cardiaca asociada. Aproximadamente el 30-45% de los casos de
FA paroxistica y el 20-25% de los casos de FA permanente se producen en pacientes jovenes
sin ninguna enfermedad cardiovascular previa (Levy y cols., 1999). Por otra parte, la edad
aumenta el riesgo de desarrollar FA, posiblemente debido al envejecimiento del tejido
miocérdico y a los trastornos en la conduccion derivados del mismo (Camm y cols., 2010).

e FA asociada a enfermedad cardiaca. Las enfermedades cardiacas méas comunes que se
asocian a la FA son 13 las valvulopatias, la insuficiencia cardiaca, la cardiopatia isquémica y
la HTA, en particular cuando hay hipertrofia del ventriculo izquierdo. Ademas, la FA también
puede estar asociada a miocardiopatia hipertréfica, miocardiopatia dilatada y cardiopatias
congénitas (Fuster y cols., 2006; Camm y cols., 2010).

e La obesidad es un importante factor de riesgo independiente para desarrollar FA, ya
que en los pacientes obesos se produce una dilatacion de la Al, lo que crea un sustrato idoneo
para el mantenimiento de la arritmia (Frost y cols., 2005). En el estudio Europace, un 25% de
los sujetos con FA, tenian un IMC >27.5 (indicador de obesidad moderada) (Nabauer y cols.,
2009).

e FA familiar o genética. La FA familiar es mas frecuente de lo que se penso
previamente, pero debe diferenciarse de la FA secundaria a otras cardiomiopatias familiares.
Se han descrito formas de FA asociadas con mutaciones en el gen que codifica el péptido

natriurético auricular (Hodgson-Zingman y cols., 2008), mutaciones de pérdida de funcién en
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el gen que codifica la subunidad o del canal de sodio (SCN54) (Amin y cols., 2010), o de
ganancia de funcion en el gen KCNQ! y en el KCNJ2, que codifican las subunidades o del
canal de potasio Kv7.1 y del canal con rectificacion interna Kir2.1, respectivamente (Chen y
cols., 2003b; Xia y cols., 2005), y en el del gen que codifica su subunidad accesoria
MiRP1(Yang y cols., 2004), provocando un aumento de la Ixs.

e Influencia del sistema nervioso autoénomo de FA. El equilibrio entre las influencias
simpaticas y vagales es un importante predictor de FA. Descargas simultdneas simpatico-
vagales contribuyen al desarrollo y mantenimiento de arritmias auriculares, ya que aumentan
tanto la Iy, como la liberacion espontanea de Ca’" desde el reticulo sarcoplasmico,
acortando la DPA, y esto no solo ocurre en FA paroxisitica, sino que pueden promover la
cronificacion de la misma (Shen y cols., 2012). Por lo general, la FA por mediacion vagal se
presenta por la noche o después de las comidas, mientras que la FA de tipo adrenérgico ocurre
tipicamente durante el dia (Maisel, 2003). Nuevas estrategias que incluyen la ablacion y la
estimulacion neural pueden reducir la actividad nerviosa arritmogénica, pero es necesario un

mayor conocimiento de las mismas para poder ser aplicadas a nivel clinico (Shen y cols.,

2012).

3.3. Remodelado en la FA

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

(Van Wagoner y Nerbonne, 2000).
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3.3.1. Remodelado eléctrico

El remodelado eléctrico consiste, fundamentalmente, en el acortamiento de la DPA y del
periodo refractario auricular a todas las frecuencias de estimulacion, lo que permite que un
mayor numero de frentes de onda de excitacion convivan simultanea y desordenadamente en
la auricula (Figura 1.32) (Wijffels y cols., 1995; Nattel y cols., 2000; Allessie y cols., 2001;
Tamargo y cols., 2004a; Dobrev, 2006; Schotten y cols., 2011; Wakili y cols., 2011; de la
Fuente y cols., 2012).

my
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Figura 1.32. Hipétesis de la sobrecarga de Ca*" en el remodelado eléctrico de la FA. Los miocitos se adaptan
a la taquicardia auricular disminuyendo la carga de Ca**. Esto ocurre mediante la reduccion de la Ic,r , y todas
las modificaciones en las corrientes de potasio que conforman el remodelado eléctrico, pero a expensas del
acortamiento en la DPA y por lo tanto, de una mayor susceptibilidad a la recurrencia y cronificacion de la FA.
[Adaptada de Dobrev 2006].

El acortamiento de la DPA y la pérdida de la adaptacion a la frecuencia son detectables
tanto en tejido auricular como en miocitos auriculares de pacientes con FAc (Boutjdir y cols.,
1986). Este acortamiento es debido a cambios en la expresion y en las propiedades de los

canales i6nicos responsables de las corrientes que generan el PA auricular (Van Wagoner y
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cols., 1999; Nattel y cols., 2000; Gaborit y cols., 2005; Schotten y cols., 2011; Wakili y cols.,
2011; Michael y cols., 2009; de la Fuente y cols., 2012). De hecho, se ha descrito que el
remodelado eléctrico puede ocurrir tanto a nivel de la expresion de los canales i6nicos como
por la alteracion de las propiedades de los mismos (Kumagai y cols., 1991; Elvan y cols.,
1999; Ausma y cols., 1997; Gaspo y cols., 1997; Van Wagoner y cols., 1999; Nattel y cols.,
2000; Van der Velden y cols., 2000; Goette y Lendeckel, 2004; Gaborit y cols., 2005). Asi, la
amplitud de la principal corriente de entrada de la fase de meseta, la Ica1, se reduce un 70%
en pacientes con FA (Van Wagoner y cols., 1999; Bosch y cols., 1999) como consecuencia de
una disminucioén en la expresion del ARNm y de la proteina Cavl.2 que forma el canal
(Brundel y cols., 1999 y 2001; Gaborit y cols., 2005). La disminucién en la Ic,1, es un
mecanismo compensatorio para evitar la sobrecarga en la concentracion de Ca*" que se
produce en la FA. En cuanto a la Ix,, se ha descrito que permanece inalterada (Bosch y cols.,
1999) y que la expresion de la subunidad o de los canales de Na™ no se ve modificada por la
presencia de FA (Brundel y cols., 2001), por tanto se cree que las alteraciones en la Iy, no
contribuyen al remodelado eléctrico que produce la FA.

En lo que respecta a los canales de salida de K, la FA produce una marcada disminucion
de la [, atribuida a una disminucion en el nivel de ARNm y en la expresion de la proteina
Kv4.3 (Van Wagoner y cols., 1999; Bosch y cols., 1999; Brundel y cols., 2001; Workman y
cols., 2001; Michael y cols., 2009; Caballero y cols., 2010a; Nattel y cols., 2010). En cuanto a
la Ixur, se ha descrito que, aunque los niveles de ARNm de Kv1.5 no se modifican, la cantidad
de proteina se reduce en pacientes con FAc debido a un proceso proteolitico, haciendo que la
Ik, también se vea disminuida (Van Wagoner y cols., 1999; Bosch y cols., 1999; Brundel y
cols., 2001; Christ y cols., 2008; Caballero y cols., 2010a). Esta reduccién de la Ik, y de la /i,
no era predecible en un primer momento, ya que la reduccion de estas corrientes prolonga la
DPA vy el periodo refractario y, sin embargo, en la FA lo que se observa es un acortamiento
muy marcado de la DPA. Se ha propuesto que la disminucidn de estas corrientes podria ser un
mecanismo de defensa celular en un intento de contrarrestar el acortamiento de la DPA
provocado por la disminucion de la I, 1.

La FAc no modifica la Ik, auricular (Bosch y cols., 1999; Caballero y cols., 2010a). En
cuanto a la Ixs, nuestro grupo ha descrito recientemente y por primera vez, como la FAc
produce un marcado aumento de esta corriente (Caballero y cols., 2010a). La /x5 se acumula a
frecuencias elevadas debido a su lenta cinética de deactivacion, es decir, cuanto mas rapida
sea la frecuencia cardiaca, mayor serd la salida de K, y por tanto, mas corta la DPA,

favoreciendo el mantenimiento de la conduccion fibrilatoria (Mufioz y cols., 2007). El
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aumento de la /s parece ser debido a un aumento de la expresion de la subunidad minK
(Caballero y cols., 2010a).

La FAc produce importantes alteraciones en las corrientes de potasio con rectificacion
interna. La /x; aumenta marcadamente con la FAc, debido a un aumento en la expresion de
los canales Kir2.1, responsables de la generacion de esta corriente y a un aumento en la
probabilidad de apertura del canal (Bosch y cols., 1999; Workman y cols., 2001; Dobrev y
cols., 2001; Gaborit y cols., 2005; Voigt y cols., 2010). Por otra parte, se ha descrito que los
pacientes con FAc presentan una activacion constitutiva de la Ixach €n comparacion con los
pacientes en RS, a pesar de que se observa una disminucion tanto del ARNm como de las
proteinas Kir3.1 y 3.4, formadoras de los canales responsables de esta corriente (Brundel y
cols., 2001). Esta activacion constitutiva es debida a una fosforilacion anormal del canal
mediada por PKC (Cha y cols., 2006; Dobrev y cols., 2005; Schotten y cols., 2011).

Todas estas modificaciones favorecerian la coexistencia de multiples frentes de onda
invadiendo desordenadamente la auricula, a la par que la apariciéon de microcircuitos de

reentrada (rotores) (Mandapati y cols., 2000; Samie y cols., 2001).

3.3.2. Remodelado estructural y contractil

La FA se acompaiia de alteraciones estructurales progresivas del tejido auricular, como la
dilatacion y la fibrosis, que crean un substrato perfecto para el mantenimiento de la FA,
aumentando el tamafo de la auricula y disminuyendo la velocidad de conduccion del impulso
eléctrico, respectivamente (Henry y cols., 1976; Ausma y cols., 1997; Allessie y cols., 2001).
Hoy en dia, la dilatacién auricular es considerada como uno de los principales mecanismos
que determinan la iniciacion y la perpetuacion de la FA.

A nivel celular, los cambios fundamentales en los miocitos auriculares son: a) aumento
del tamafio, b) aumento del glucogeno perinuclear, ¢) pérdida central de los sarcomeros
(miolisis), d) alteracion en la expresion de conexinas (Takeuchi y cols., 2006), ) cambios en
la forma de las mitocondrias, f) distribuciéon homogénea de la cromatina nuclear y g) cambios
en la calidad y la localizacion de las proteinas estructurales celulares (Allessie y cols., 2002;
Aldhoon y cols., 2010). Obviamente, las alteraciones en la estructura de la auricula no estan
exclusivamente relacionadas con la FA, y hay que tener en cuenta que la mayoria de los
pacientes con FAc son personas de edad avanzada y/o padecen otras enfermedades
cardiovasculares que afectan a la estructura cardiaca. Sin embargo, se ha descrito que en

pacientes con FA aislada existe una patologia auricular que conlleva necrosis de los miocitos,
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miocarditis y fibrosis (Frustaci y cols., 1991 y 1997). Dentro de todos los factores que afectan
a la estructura del miocardio auricular, los que han sido estudiados mas extensamente son la
fibrosis auricular y la alteracion en la expresion de conexinas. Se cree que el primero es uno
de los factores mas importantes en la formacion del sustrato para la FA (Nattel, 2004).

Por otra parte, se ha comprobado el papel de la inflamacién y de las especies reactivas de
oxigeno en la FA. Coincidiendo con las recurrencias de FA en el segundo o tercer dia post-
operatorio (Bruins y cols., 1997), tanto en pacientes con FA persistente como paroxistica
(Aviles y cols., 2003) se ha encontrado un aumento muy marcado en las concentraciones de la
proteina C reactiva, un importante marcador de inflamacion. Por otro lado, los principales
efectores del dafio oxidativo auricular parecen ser la NADPH-oxidasa miocardica y la NO
sintasa endotelial (Kim y cols., 2005b). Un analisis del perfil de transcripcion genética del
tejido auricular de pacientes con FA mostraba una tendencia a la exprexion de genes pro-
oxidativos (Kim y cols., 2003). Ademas, se ha demostrado que el dafo oxidativo en el
miocardio auricular de pacientes con FA se debe principalmente a la accion local de radicales
hidroxilo y peroxinitrito (Mihm y cols., 2001).

Ademas del remodelado estructural, se produce un remodelado mecanico caracterizado
por la pérdida de la contractilidad auricular lo cual provoca el estasis sanguineo en la cavidad,
lo que contribuye significativamente al riesgo de tromboembolismo asociado a FA (Berger y
Schweitzer, 1998). La pérdida de contractilidad auricular también potencia la dilatacion
auricular progresiva durante la FA y podria contribuir a la posterior estabilizacion de la

arritmia (Schotten y cols., 2004).

3.4. Tratamiento farmacoldgico de la FA

La falta de tratamiento y/o episodios previos no detectados de FA inducen cambios
electrofisiologicos y estructurales en el miocardio, haciendo que la restauracion del RS sea
cada vez mas dificil. En estudios de seguimiento a largo plazo se ha descrito que una
proporcion significativa de pacientes con FA paroxistica progresaron a FA cronica (Kato y
cols., 2004; de Vos y cols., 2010). El remodelado eléctrico producido por la FA puede ser
revertido en algunos pacientes si se mantiene el RS desde etapas tempranas, lo que sugiere
que un diagnoéstico precoz y un tratamiento adecuado de la FA son criticos (Hobbs y cols.,
2000; Aliot y cols., 2011).

Aunque se han desarrollado varias aproximaciones terapéuticas no farmacologicas

(cirugia, ablacidon con catéter, cardioversion eléctrica), la terapia con farmacos antiarritmicos
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es el soporte principal del tratamiento de la FA (Tamargo y cols., 2009). El tratamiento
farmacoldgico de la FA recomendado en las guias terapéuticas actuales presenta dos
estrategias principales: a) la restauracion y mantenimiento del RS, mediante el uso de
antiarritmicos de clase I (fundamentalmente, propafenona y flecainida) y de clase III
(amiodarona y sotalol) o b) permitir el desarrollo de la FA pero controlar el ritmo ventricular,
mediante el uso de farmacos bloqueantes del nodo AV (bloqueantes del canal de Ca*":
diltiazem y verapamilo, beta-bloqueantes y amiodarona). La decision de qué estrategia seguir
depende de varios factores, incluyendo el patron de presentacion y la presencia o ausencia de
otras condiciones previas (Figura 1.33). Ademas, es esencial, en combinacidon con cualquiera
de las dos estrategias, tratar al paciente con fArmacos anticoagulantes para evitar trombosis y
accidentes cerebro-vasculares (Fuster y cols., 2006; Tamargo y cols., 2009; Aliot y cols.,

2011; Camm y cols., 2010; Lip y cols., 2012).
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Figura 1.33. Eleccion de farmacos antiarritmicos en funciéon de patologia subyacente. Algoritmos de los
tratamientos para el control de la frecuencia ventricular en FA (parte izquierda) y para el control del RS (parte
derecha). EPOC: Enfremedad pulmonar obstructiva cronica, HTA: hipertension arterial, VI: ventriculo izquierdo.

[Adaptada de Lip y cols., 2012].

En general, los farmacos antiarritmicos utilizados actualmente para el tratamiento de la
FA son utiles, pero su efecto es limitado, debido, principalmente al remodelado auricular

causado por la FA (Cosio y Delpon, 2002; Tamargo y cols., 2004a). Es necesario que se sigan
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buscando nuevas estrategias que mejoren la eficacia del tratamiento (cardioversion
farmacoldgica temprana a RS, acortamiento de la duracion de los episodios y prevencion de
las recurrencias) y que los posibles nuevos farmacos que se desarrollen disminuyan los
efectos adversos ventriculares graves y potencialmente mortales de los farmacos
antiarritmicos clasicos (fibrilacion ventricular e insuficiencia cardiaca congestiva). Existen
nuevos farmacos en desarrollo, como el vernakalant y la dronedarona que parecen
prometedores (Prystowsky y cols., 2010). Sin embargo, el avance en el conocimiento de los
mecanismos fisiopatologicos implicados en la génesis y mantenimiento de la FA es la
herramienta indispensable para la busqueda de nuevos fairmacos antiarritmicos con un perfil

de efecto y seguridad adecuados.

4. SISTEMA ENDOCANNABINOIDE

Numerosos estudios realizados en las dos tltimas décadas han demostrado la existencia de
un sistema cannabinoide endégeno (SCE) en mamiferos (Pertwee, 1997; Di Marzo y Deutsch,
1998; Hillard, 2000; Howlett y cols., 2002). Desde entonces, y debido al creciente interés que
el SCE ha generado, se ha estudiado la implicacion de este sistema en gran variedad de
procesos fisiologicos y patologicos, lo que ha posibilitado la intervencion sobre el mismo con
fines terapéuticos (Baker y cols., 2003; Iversen, 2003; Di Marzo y cols., 2004; Ben Amar,
2006; Di Marzo y Petrocellis, 2006; Di Marzo y Petrosino, 2007). El SCE es un sistema
regulador capaz de controlar la actividad motora, la memoria y el aprendizaje, el apetito, la
emesis, la nocicepcion, la presion arterial y el suefio entre otros procesos (Howlett y cols.,
2002; Pertwee, 2005a; Pacher y cols., 2006; Mackie, 2008a). La modulacion farmacolodgica
del SCE permite por tanto un nuevo abordaje de diversas enfermedades neurodegenerativas
como el Parkinson, la esclerosis multiple/lateral amiotrofica o el Alzheimer (Romero y
Orgado, 2009), trastornos de la alimentacion como la anorexia (Monteleone y cols., 2008) o la
obesidad (Wang y Ueda, 2008), trastornos gastrointestinales como la diverticulosis o la colitis
ulcerosa (Smid, 2008), fendmenos compulsivos relacionados con la adiccion a drogas (Ross y
Peselow, 2009), enfermedades cardiovasculares como la HTA (Pacher y cols., 2008) o la
aterosclerosis (Fisar, 2009), y diferentes tipos de cancer (Pisanti y Bifulco, 2009) entre otros
(Pacher y cols., 2006; Di Marzo y Petrosino, 2007; Kogan y Mechoulam, 2007; Pacher y
Steftens, 2009; Pertwee, 2009; Macarrone y cols., 2010; Miller y Devi, 2011).
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El SCE esta formado por los ligandos endogenos o endocannabinoides, las enzimas

encargadas de su sintesis y degradacion y sus receptores especificos.

4.1. Endocannabinoides y analogos

Los endocannabinoides se definen como compuestos endogenos, producidos en diferentes
organos y tejidos, capaces de unirse a los receptores cannabinoides (receptores CB). Se han
identificado varios tipos de cannabinoides enddgenos, todos de naturaleza lipidica y derivados
de 4cidos grasos poliinsaturados de cadena larga. Dadas las propiedades hidrofobas de estos
compuestos, durante algin tiempo existio la idea de que sus efectos podrian ser consecuencia
de una interaccion con los componentes lipidicos de la membrana celular. Este mecanismo
seria similar al propuesto en la década de los setenta para algunos anestésicos, los cuales
producian una desorganizacion de la fase lipidica con un aumento en la fluidez de la
membrana plasmatica. La resolucion de la estructura de los endocannabinoides demostrd
posteriormente que este mecanismo s6lo podia justificar una pequeiia parte de los efectos
producidos por estos compuestos.

La mayoria de los endocannabinoides estan formados por una etanolamina unida mediante
un enlace tipo amida a un acido graso (Figura 1.34). El primer endocannabinoide descubierto

fue la anandamida (AEA, Devane y cols., 1992) que es la etanolamida del acido araquidonico

(AA, C20:4A>51114),

Araquidonoiletanolamida
(anandamida, AEA)
o
N NP N
Meta-anandamida 2-Araquidonoilglicerol
OH
(MetAEA) 0 o o (2-\AG)/ o LOH
NS NN S
Oleiletanolamida Palmitoiletanolamida
(OEA) (PEA) o
[e]

AWMNH/\/OH W)LNH/\/OH
Estearoiletanolamida Lisofosfatidilinositol
(SEA) (LPI)

o} o o
WWLNH’\/OH WNW\A)LO%\OZJ}%\%O OHOHO%H

Figura L1.34. Estructuras quimicas de los endocannabinoides y sus analogos utilizados en el presente
estudio.
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La AEA es el agonista cannabinoide por excelencia. Su nombre procede del sanscrito
“ananda” que significa felicidad, entretenimiento, placer. Tiene actividad farmacologica y
efectos comportamentales muy parecidos a los del A9-tetrahidrocannabinol (THC), el
principal cannabinoide bioactivo de la planta Cannabis sativa. La AEA es un agonista parcial
de receptores CB1 (Felder y cols., 1993; Fride y Mechoulam 1993) y CB2 en los que exhibe
una menor actividad intrinseca (Tabla 1.14) (Bayewitch y cols., 1995; Griffin y cols., 1998;
Pertwee, 1999). La AEA ha sido identificada en cerebro y en tejidos periféricos humanos y de
rata. Hay pequefias cantidades de AEA en corazén humano y aparecen trazas en suero, plasma
y liquido cefalorraquideo (Felder y cols., 1996; Felder y Glass, 1998; Schmid y cols., 2000;
Schreiber y cols., 2007).

A nivel experimental, y debido a su répida hidrolizaciéon por parte de la amido hidrolasa
de 4cidos grasos (FAAH, fatty acid amide hidrolase), en muchas ocasiones se utiliza la R-(+)-
meta-anandamida (MetAEA), un compuesto sintético estable que no puede ser hidrolizado
por la FAAH (Abadji y cols., 1994; Lin y cols., 1998).

El 2-araquidonoilglicerol (2-AG) es un éster resultante de la reaccion entre el AA y una
molécula de glicerol (Figura 1.34). Fue aislado por primera vez de intestino de perro
(Mechoulam y cols., 1995) y tiene capacidad para unirse a receptores CB1 y CB2
(Mechoulam y cols., 1995; Sugiura y cols., 1995 y 1997). Se ha descrito que presenta mayor
actividad intrinseca tanto en receptores CB1 como CB2 que la AEA (Pertwee, 1999;
Gonsiorek y cols., 2000; Savinainen y cols., 2001). La presencia del 2-AG se ha detectado en
corazon, cerebro, intestino, pancreas, bazo, higado, pulmoén, rifidn, plasma y células
endoteliales (Schmid y cols., 2000; Sugiura y cols., 1998; Sugiura y Waku, 2000).

La AEA y el 2-AG son los dos endocannabinoides de los que mas datos se disponen,
habiéndose propuesto su posible mecanismo de accion como neuromoduladores actuando
cerca de sus sitios de biosintesis (Di Marzo, 1999). Se ha propuesto que la activacion de los
receptores CB1 presinapticos por parte de estos endocannabinoides reduciria la actividad
neuronal a través del bloqueo de canales de Ca*” dependientes de voltaje. Alternativamente, la
activacion de los receptores CB1 podria incrementar la entrada de K, lo que haria disminuir
la excitabilidad neuronal y, en definitiva, la propagacion del impulso nervioso (Hoffman y
Lupica, 2000; Freund y cols., 2003; Piomelli 2003; Mackie, 2006).

El L-a-lisofosfatidilinositol (LPI) es un fosfolipido enddgeno presente en diversos tejidos
que ha sido propuesto como un nuevo ligando para el receptor GPR55 (Brown, 2007; Oka y
cols 2007; Ryberg y cols., 2007). El LPI, al igual que la AEA o el 2-AG, se libera al medio

extracelular para actuar como un compuesto autocrino o paracrino interviniendo en gran
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variedad de funciones celulares como la modulacién de la [Ca*']; (Corda y col., 2002) y de la
actividad mitogena en células epiteliales (Falasca y Corda, 1994) o la estimulacion de la
proliferacion celular (Falasca y cols., 1995).

Previamente al aislamiento de la AEA ya se disponia de informacion sobre la presencia en
animales superiores de otros compuestos con estructuras parecidas (comparten un grupo
amida unido a un 4cido graso) como la oleoiletanolamida (OEA), la palmitoiletanolamida
(PEA) o la estearoiletanolamida (SEA). Estos compuestos que no se unen o que tienen muy
baja afinidad por CB1 y CB2 se clasifican como andlogos de endocannabinoides, ya que se
ha demostrado que actuan potenciando los efectos de algunos endocannabinoides (Ben Shabat
y cols., 1998; Lambert y Di Marzo, 1999; Smart y cols., 2002; Franklin y cols., 2003)
probablemente interfiriendo en su ruta de degradacion, ya que todos ellos son susceptibles de
ser hidrolizados por la FAAH (Jonsson y cols., 2001; Mackie y Stella, 2006; Dalle Carbonare
y cols., 2008).

La PEA estd formada por la union del acido palmitico (AP, C16:0) con un grupo
etanolamida (Figura 1.34), cuya presencia fue descrita por primera vez en cerebro, higado y
musculo esquelético de ratas (Bachur y cols., 1965). Posteriormente, se ha descrito su
participacion en procesos inflamatorios y en la actividad del sistema inmune (Facci y cols.,
1995), en el control del dolor (Calignano y cols., 1998) y en procesos neuroprotectores
(Skaper y cols., 1996; Lambert y cols., 2001; Hansen, 2010). Estos efectos desaparecian en
presencia del antagonista CB2 SR144528 y puesto que se sabia que la PEA no tenia afinidad
por estos receptores (Tabla 1.14) (Showalter et al., 1996; Lin y cols., 1998; Ryberg y cols.,
2007) se propuso que dichos efectos podrian ser debidos a la activacion de un receptor CB2-
like (Calignano y cols., 1998; Jaggar y cols., 1998). Sin embargo, el grupo de Di Marzo
propuso que la PEA actuaba inhibiendo la expresion de la FAAH, lo que resultaria en un
aumento en los niveles de AEA (Di Marzo y cols., 2001; De Petrocellis y cols., 2002).

La OEA se sintetiza principalmente en el intestino delgado de diversas especies animales
(Rodriguez de Fonseca y cols., 2001). Esta formada por una cadena hidrocarbonada de 18
atomos de carbono con una insaturacion en el carbono 9 (4cido oléico, AO, C18:1A%) y una
etanolamida (Figura 1.34). A pesar de su evidente similitud estructural con la AEA, no tiene
afinidad por receptores CB (Tabla 1.14) (Lin et al., 1998; Howlett, 2002). El efecto principal
que se le atribuye es el de producir anorexia (Rodriguez de Fonseca y cols., 2001) a través de
la activacion del receptor nuclear activado por proliferador de peroxisomas (PPAR,

peroxisome proliferator-activated receptor) (Fu y cols, 2003; Lo Verme y cols., 2005).
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La SEA, formada por un 4cido estearico (AS, C18:0) y una etanolamida (Figura 1.34), ha
sido detectada en cerebro de rata, raton, y humano a niveles mas altos que la AEA y se le ha
atribuido un efecto antiinflamatorio (Dalle Carbonare y cols., 2008). Aunque presenta poca
afinidad por los receptores CB (Lin et al., 1998; Maccarrone y cols., 2002), la SEA se
comporta como un andlogo de endocannabinoides en experimentos realizados en raton

potenciando los efectos de la AEA (Maccarrone y cols., 2002).

Compuesto C]?;N(;)Eso CB2 CEs, (nM) GPI({j;/IfESO Referencia
543 1940 - Felder y cols., 1995
252 581 - Mechoulam y cols., 1995
61 1930 - Lin y cols., 1998
AEA 71.7 279 - Hillard y cols., 1999
31 27 18 Ryberg y cols., 2007
- - >30 000* Kapur y cols., 2009
28.3 868 - Goutopoulos y cols., 2001
MetAEA 17.9 868 - Lin y cols., 1998
- - >30 000* Kapur y cols., 2009
LPI - - 1000 Oka y cols., 2007
1200* Kapur y cols., 2009
PEA >30 000 19 800 4 Ryberg y cols., 2007
- - >30 000* Kapur y cols., 2009
OEA >30 000 >30 000 440 Ryberg y cols., 2007
472 1400 - Mechoulam y cols., 1995
2-AG 58.3 145 - Ben Shabat y cols., 1998
519 618 3 Ryberg y cols., 2007
- - >30 000* Kapur y cols., 2009
9.94 16.2 - Rinaldi-Carmona y cols., 1994
1.89 0.28 - Showalter y cols., 1996
WINSS,212-2 44 1.2 - Hillard y cols., 1999
9.87 0.29 - Iwamura y cols., 2001
18 1 >30 000* Ryberg y cols., 2007
11.8 13200 - Felder y cols., 1998
SR141716 5.6 >1000 - Rinaldi-Carmona y cols., 1994
3900* Kapur y cols., 2009
12 4200 - Lany cols.; 1999
AM281 ) ) >30 000 Ryberg y cols., 2007
AM630 5152 31.2 - Ross y cols., 1999

Tabla I.14. Perfil de la eficacia funcional (fijacién a [**S]|GTPYS) de los principales agonistas/antagonistas
de los receptores CB1, CB2 y GPRSS5. [Adaptada de Ryberg y cols., 2007]. * CEs, calculada mediante ensayos
con B-arrestina.

4.2. Sintesis, transporte y degradacion de los endocannabinoides

Los endocannabinoides se sintetizan “a demanda” a partir de componentes de las
membranas celulares siendo, en este sentido, similares a otros mediadores como los
leucotrienos o las prostaglandinas y diferentes a los neurotransmisores clasicos, que se

almacenan en vesiculas antes de ser liberados. Los endocannabinoides se sintetizan y liberan
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en respuesta a un incremento en la [Ca’']; producida por una despolarizacion o tras la
activacion de un receptor metabotrdpico acoplado a proteinas G, lo que sugiere que se
producen en momentos de gran actividad del SNC (Mackie, 2006). Inmediatamente después
de su sintesis, son rapidamente recaptados al interior celular para su posterior degradacion por
enzimas hidroliticas intracelulares (Maccarrone y cols., 1998; Di Marzo, 1999; Piomelli y
cols., 1999; Hillard y Jarrahian, 2000).

Existen varias hipotesis sobre el mecanismo de biosintesis de la AEA, aunque la mas
aceptada es la que propone su formacion a partir de la fosfatidiletanolamina presente en las
membranas tras ser hidrolizada por fosfodiesterasas (Figura 1.35) (Schmid y cols., 1983;
Sugiura y cols., 2002). Esta ruta también es la ruta de sintesis de otras etanolamidas como la
PEA, la OEA o la SEA (Schmid y cols., 1990), aunque en el caso de la PEA se ha descrito
que su sintesis puede ser independiente de la producciéon de AEA o de 2-AG ya que se ha
aislado una enzima hidrolitica distinta de la FAAH y especifica para ella (NAAA, N-
acylethanolamine-hydrolising acid amidase) (Ueda y cols., 2001; Brown 2007). La sintesis de
AEA también puede producirse conjuntamente con estos compuestos a partir de sus
correspondientes acidos grasos (AA, AP y AO) y un grupo etanolamina (Deutsch y Chin,
1993).

Receptor cannabinoide @l [— A 'EI
A A o - = - g - )

NAPE-PLD

l phosphaNAE l

Membrana intracelular

Figura 1.35. Esquema de biosintesis y degradacion de la AEA. La formacion de AEA puede ocurrir de tres
formas: por conversion directa por la accion de la NAPE-PLD, a través de fosfatasas con un paso previo donde
interviene la PLC, y una tercera via donde intervienen fosfolipasas, hidrolasas y fosfodieterasa para finalmente
formar la AEA. La enzima intracelular FAAH se encarga de la degradacion de la AEA, dando lugar a AA y EA.
AA: 4acido araquidonico; EA: ectanolamida; NAPE: N-araquidonoil-fosfatidiletanolamida; NAT: N-
acetiltransferasa PC: fosfatidilcolina; PE fosfatidiletanolamida; PLC: fosfolipasa C, PLD: fosfolipasa D.
[Adaptada de Snider y cols., 2010].
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La biosintesis del 2-AG se produce fundamentalmente a partir de fosfolipidos de
membrana que contienen AA a través de la accion de fosfolipasas y diacilgicerol lipasas que
estan localizadas en la membrana plasmatica y son estimuladas por Ca** y glutation (Sugiura
y cols., 1995; Bisogno y cols., 2003).

La degradacion de los endocannabinoides tiene lugar en el citoplasma, por lo que es
necesario que estos compuestos entren en el interior de la célula. A pesar de que hay
controversia sobre si existe 0 no un sistema especifico de transporte para la AEA, si que hay
un consenso sobre sus caracteristicas: es un proceso rapido, saturable y dependiente de
temperatura y puede ser regulado por diversos segundos mensajeros y vias de sefializacion
(D1 Marzo y cols., 1994; Hillard y cols., 1997; Piomelli y cols., 1999; Maccarrone y cols.,
2000; Rakhshan y cols., 2000). Existen varias hipdtesis sobre el mecanismo de recaptacion de
la AEA al interior celular. Al ser un compuesto lipidico podria atravesar la membrana por
difusion facilitada, mecanismo que puede ser inhibido farmacologicamente (Piomelli y cols.,
1999; Jarrahian y cols., 2000). Sin embargo se han obtenido datos muy sélidos de la
existencia de un transporte mediado a través de una proteina transportadora (Beltramo 1997;
Beltramo y Piomelli 2000; Hillard y Jarrahian, 2000; Moore y cols. 2005) que también estaria
presente en el aparato cardiovascular (Calignano y cols., 1997). Este mecanismo de transporte
podria ser bidireccional y funcionar tanto para introducir los endocannabinoides liberados
como para liberarlos tras su sintesis (Di Marzo y Petrosino, 2007). También se ha propuesto
que estos compuestos podrian ser recaptados por un mecanismo rapido de endocitosis tras
concentrarse en lipid rafts (balsas lipidicas) ricos en caveolina (McFarland y cols., 2004;
Dainese y cols., 2007).

El 2-AG podria utilizar el mismo sistema de transporte que la AEA (Beltramo y Piomelli,
2000; Hajos y cols., 2004) o podria ser recaptado por un transportador similar, pero especifico
para este endocannabinoide (Bisogno y cols., 2001).

Una vez dentro de la célula, la AEA es hidrolizada por la accién de la FAAH dando lugar
a AA y etanolamina. Esta es una enzima intracelular que ha sido purificada, clonada y
secuenciada en distintas especies como rata, raton, cerdo y humano (Deutsch y Chin, 1993;
Ueda y cols., 1995; Cravatt y cols., 1996; Giang y Cravatt, 1997; Maccarrone y cols., 1998;
Di Marzo, 1999). Su actividad es relativamente selectiva para amidas y ésteres de acidos
grasos de cadena larga, por lo que esta enzima también puede hidrolizar el 2-AG (D1 Marzoy
cols., 1998; Goparaju y cols., 1999), aunque es la monoacilglicerol lipasa (MAGL) la que
realiza esta funcion mayoritariamente, convirtiendo este endocannabinoide en AA y glicerol

(Konrad y cols., 1994).
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Recientemente se ha propuesto un nuevo concepto sobre la posible acumulacion de la
AEA: tras ser recaptada desde el exterior celular se une a una proteina especifica (Kaczocha y
cols., 2009; Oddi y cols., 2009) que la transporta hasta unas organelas denominadas
adiposomas donde se acumularia (Oddi y cols., 2008). Los adiposomas, ademas de como
lugar de almacenamiento, servirian de soporte para el trafico, el metabolismo y la sefializacién

de este endocannabinoide (Macarrone y cols., 2010).
4.3. Receptores cannabinoides

Hasta el momento hay dos tipos de receptores identificados: el receptor CB1 (Matsuda y
cols., 1990) y el receptor CB2 (Munro y cols., 1993). En 2006 se identifico un posible nuevo
receptor CB distinto de los dos anteriores, el receptor GPRS5S5, al que también se pueden unir
los endocannabinoides (Baker y cols., 2006). Todos ellos pertenecen a la familia de receptores
acoplados a proteinas G (GPR, G protein coupled receptors) y se caracterizan por tener un

dominio N-terminal extracelular, un dominio C-terminal intracelular y siete dominios

transmembrana (Figura 1.36).
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Figura 1.36. Representacion esquemaitica de la estructura de los receptores CB1 y CB2. Los receptores
cannabinoides estan formados por siete dominios transmembrana, un dominio amino-terminal extracelular y un

dominio carboxi-terminal intracelular.

El receptor CB1 esta compuesto por 472 aminoacidos (Figura 1.36). Se han descrito dos
variantes de splicing de este receptor en la parte N-terminal (Shire y cols., 1995; Rinaldi-

Carmona y cols., 1996; Ryberg y cols., 2005). Presenta una homologia en su secuencia
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peptidica del 97-99% entre especies y se ha clonado de diferentes especies como rata, raton y
humano (Howlett y cols., 2002). Este receptor es el que media los efectos psicotrdpicos del
THC. El estudio de la estructura del receptor CB1 ha servido para desarrollar numerosas
moléculas con gran afinidad por él. El ejemplo mas importante podria ser el rimonabant
(SR141716A, RMB, Acomplia, Sanofi-Aventis), un firmaco disefiado para el tratamiento de
la obesidad que ademds parecia mejorar el perfil lipidico de los pacientes; sin embargo tuvo
que ser retirado por los graves trastornos neuropsiquiatricos que producia (Moreira y Crippa,
2009; King 2010; Topol y cols., 2010).

El receptor CBI1, tanto en especies animales como en humanos, estd ampliamente
distribuido por el sistema nervioso central (SNC), destacando su presencia en los ganglios
basales, cerebelo, neocortex e hipocampo, una zona esencial en procesos de aprendizaje y
memoria (Herkenham y cols., 1991, Westlake y cols., 1994; Glass y cols., 1997). También se
expresa a nivel periférico, por ejemplo en miocardio (Bonz y cols., 2003; Batkai y cols.,
2004b; Mukhopadhyay y cols., 2007), testiculos (Gérard y cols., 1991), células endoteliales y
musculo liso (Liu y cols., 200; Rajesh y cols., 2008b), tejido adiposo (Cota y cols., 2003;
Engeli y cols., 2005; Roche y cols., 2006), higado (Engeli y cols., 2005; Siegmund y cols.,
2005; Mallat y cols., 2008) y tracto gastrointestinal (Pertwee, 2001).

El receptor CB2 esta compuesto por 360 aminoacidos (Figura 1.36) y presenta un
homologia del 48% con el receptor CB1 (Munro y cols., 1993). Se ha clonado de rata y de
raton, presentando una homologia respecto al humano de un 93 y un 82% respectivamente
(Griffin y cols., 2000).

El receptor CB2 juega un importante papel en la respuesta inmune e inflamatoria,
expresandose abundantemente en células mieloides, hematopoyéticas, macrofagos y
monocitos (Munro y cols., 1993; Pertwee, 1997; Klein y cols., 2003, Massi y cols., 2006).
Algunos autores también han descrito su presencia en neuronas y astrocitos del sistema
nervioso, especialmente en situaciones patoldgicas y neuroinflamatorias (Sagan y cols., 1999;
Van Sickle y cols., 2005; Orgado y cols., 2009). Se ha identificado también en células
musculares lisas y endoteliales (Rajesh y cols., 2007 y 2008a), en higado (Engeli y cols.,
2005; Siegmund y cols., 2005; Mallat y cols., 2008) y en otros tejidos como timo, médula
Osea, pulmon, Utero, ovarios y pancreas (Galiégue y cols., 1995). Incluso se ha descrito su
presencia en placas de ateroma, donde su estimulacion por parte del THC inhibe su
progresion (Steffens y cols., 2005). El receptor CB2 también estd presente en tejido cardiaco
(Lépicier y cols., 2003; Shmist y cols., 2006; Mukhopadhyay y cols., 2007; Weis y cols.,
2010).
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La estimulacion de los receptores CB modula la activacion de diversas vias de
sefalizacion, dependiendo del agonista, el tejido y la especie animal utilizada.

La via de senalizacion principal del receptor CB1 se debe a la interaccion con proteinas G
del subtipo Gi/o. Su acoplamiento a este tipo de proteinas conduce, entre otros procesos, a la
inhibicién de la enzima AC, disminuyendo los niveles intracelulares de adenosin monofosfato
ciclico (AMPc) y, por consiguiente, disminuyendo la capacidad de fosforilacion de las
quinasas dependientes de AMPc, como la PKA (Howlett y cols., 1986; Glass y Felder, 1997;
Pertwee, 1997; Howlett y cols., 2002). La inhibicion de la AC es sensible al antagonista de
receptores CB1 SR141716 y a toxina pertussis (PTX), confirmando asi la implicacion de la
proteina Gi/o. Sin embargo, también se ha demostrado que los receptores CB1 pueden
acoplarse a proteinas Gs. En células CHO que expresaban el receptor CB1 y en las que la
proteina Gi/o estaba previamente bloqueada con PTX, la estimulacion del receptor producia la
activacion de la proteina Gs observandose un aumento de la actividad de la AC y de los
niveles de AMPc (Glass y Felder, 1997; Bonhaus y cols., 1998). Los efectos de los
endocannabinoides sobre los niveles celulares de AMPc también se pueden explicar por la
isoforma de la AC presente en el tejido analizado. En células COS-7 transfectadas con
diversas isoformas de la AC, se vio que la estimulacion de los receptores CB1 inhibia las AC
tipo I, V, VI y VIII y estimulaba los tipos II, IV y VII (Rhee y cols., 1998).

Existen multiples estudios que demuestran que los endocannabinoides y sus analogos
activan también la cascada de las quinasas activadas por mitdégenos (MAPK) debido al
acoplamiento del receptor CB1 a Gi/o (Howlett y cols., 2002). Esta activacion puede ser a
través de las diferentes vias correspondientes a los diferentes miembros de la familia de las
MAPK como son ERK (extracellular signalling-regulated kinase) a través de la fosforilacion
y activacion de sus dos isoformas p42 y p44 (Bouaboula y cols., 1995; Wartmann y cols,
1995; Sanchez y cols., 1998; Galve-Roperh y cols., 2002), INK/SAPK (Jun amino-terminal
kinases/stress-activated kinases) (Liu y cols., 2000; Rueda y cols., 2000) y p38 (Liu y cols.,
2000; Derkinderen y cols., 2001). Todos los efectos se inhiben con SR141716 y PTX. La
activacion de la primera de las subfamilias mencionada se relaciona con el crecimiento y
divisién celular, mientras que las otras dos se activan por sefiales de estrés y citoquinas
inflamatorias y estan relacionadas con muerte celular y patologias del sistema inmune
(Johnson y Lapadat, 2002).

Ademas, la activacion de los receptores CB1 modula varios tipos de canales idnicos a
través de proteinas Gi/o: inhibe corrientes generadas por canales de Ca>" tipo N y P/Q

(Twitchell y cols., 1997) y canales de K de tipo D (Mu y cols., 1999; Schweitzer y cols.,
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2000) y, por otro lado, activa canales de K tipo A (Deadwyler y cols., 1995; Mu y cols.,
1999) y canales de K rectificadores internos (Mackie y cols., 1995). Se conoce también la
modulacion directa que los endocannabinoides pueden ejercer sobre algunos canales i6nicos
en tejido nervioso o tejido muscular liso (Van der Stelt y Di Marzo, 2005; Oz, 2006) (ver
apartado 1.3.4.2 Efectos de los endocannabinoides sobre diversos canales 16nicos).

También se ha descrito que la estimulacion del receptor CB1 por sus agonistas en
diferentes preparaciones neuronales y en células musculares lisas, activa la PLC. La
activacion de la PLC resulta en la hidrolisis del PIP, dando lugar a la formacion de los
segundos mensajeros inositol-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) (Sugiura y cols., 1997,
Mombouli y cols., 1999; De Petrocellis y cols., 2007) que producen un aumento en la
concentracion intracelular de calcio ([Ca®];) y la activacion de la proteina quinasa C (PKC)
respectivamente. Este efecto se inhibe por SR141716, PTX y U73122 (inhibidor de la PLC) y
podria ser via proteina Gi/o (Lograno y Romano, 2004) o a través de Gq (Lauckner y cols.,
2005).

Los receptores CB1, ademas, pueden modular el metabolismo de esfingolipidos haciendo
aumentar los niveles de ceramida, bien a través de la activacion de la hidrélisis de estos
compuestos (Sanchez y cols., 1998, 2001) o bien mediante el aumento de la sintesis “de
novo” de ceramida (Goémez del Pulgar y cols., 2002).

Al igual que ocurre con los receptores CB1, los receptores CB2 pueden modular la
actividad de la AC. Este efecto es inhibitorio y se bloquea con PTX, sugiriendo la
participacion de proteinas Gi/o (Bayewitch y cols., 1995; Slipetz et al., 1995). Ademas, la
estimulacion de este receptor puede activar la via de las MAPK, tanto la p42/p44 como la p38
(Bouaboula y cols., 1996; Kobayashi y cols, 2001 Brown y cols., 2002; Carrier y cols., 2004)
y aumentar la [Ca®"]; a través de la via PLC-IP3 (Zoratti y cols., 2003). Sin embargo, y al
contrario que en los receptores CB1, los receptores CB2 no parecen estar acoplados a
proteinas Gs (Glass y Felder 1997; Calandra y cols., 1999). Hasta hace poco no parecia que la
estimulacion del receptor CB2 modulase canales i6nicos (Felder y cols. 1995; McAllister y
cols., 1999; Pertwee, 1997) pero recientemente se ha descrito que la estimulacion del receptor

CB2 en miocitos ventriculares de rata puede modular la /xarp Liy cols, 2012).

4.3.1. Receptores no-CB1/no-CB2 o receptores CB- like

Recientemente, se ha propuesto la existencia de otros receptores de cannabinoides

distintos de CB1 y CB2 (no-CB1/no-CB2, CB-like) (Batkai y cols., 2004a; Begg y cols.,
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2005; Mackie y Stella, 2006; Brown 2007; De Petrocellis y Di Marzo 2010). Por ejemplo, se
han descrito efectos farmacologicos de la AEA y del WIN55,212-2 en cerebro de ratones
transgénicos deficientes en receptores CB1 y CB2 (Di Marzo y cols., 2000; Breivogel y cols.,
2001; Hoffman y cols., 2005). De forma similar se ha descrito la presencia de un receptor no-
CB1/no-CB2 para la AEA en el endotelio vascular (Jarai y cols., 1999; Begg y cols., 2005).
La AEA vy diferentes andlogos inducian vasodilatacion en arterias mesentéricas de raton y este
efecto se bloqueaba con SR141716 pero no con capsazepina (descartando que el efecto se
debiese a la unidn a receptores vanilloides) y los mismos resultados se obtuvieron en ratones
deficientes en los receptores CB1 y CB2 (Jarai y cols., 1999; Wagner y cols., 1999; Offertaler
y cols., 2003; Batkai y col., 2004a; Begg y cols., 2005), postulandose asi la existencia de un
receptor CB endotelial. Estos nuevos receptores podrian estar implicados en la modulacion de
la transmision sinaptica (Di Marzo y cols., 2000; Breivogel y cols., 2001; Hoffman y cols.,
2005), del aparato cardiovascular (Jarai y cols., 1999; Offertaler y cols., 2003; Begg y cols.,
2005) y del sistema inmune (Jaggar y cols., 1998; Brown 2007).

El receptor que surgi6 como principal candidato de receptor de endocannabinoides no-
CB1/no-CB2 fue el receptor huérfano acoplado a proteinas G, GPRS55, que puede ser activado
por AEA y 2-AG, pero también por compuestos como la PEA o la OEA aunque su ligando
endogeno natural es el LPI (Sawzdargo y cols, 1999; Baker y cols., 2006; Oka y cols., 2007;
Pertwee, 2007; Ryberg y cols., 2007) (Tabla 1.14).

El receptor GPR55 esta compuesto por 319 aminoacidos. Presenta una homologia en la
secuencia peptidica muy baja con los receptores CB1 (13%) y CB2 (14%) (Swazdargo y cols.,
1999; Baker y cols., 2006). Se expresa en diversos organos y tejidos como en glandulas
adrenales, tracto gastrointestinal, bazo y cerebro (Sawzdargo y cols, 1999; Ryberg y cols.,
2007), y también en células endoteliales humanas (Waldeck-Weiermair y cols., 2008;
Bondarenko y cols., 2010). Sin embargo, hasta la fecha no se ha detectado su presencia en
miocardio.

Al ser activado, el receptor GPR55 se une a proteinas Gal3 (Ryberg y cols., 2007),
aunque también se puede unir a Gq o Gal2 (Lauckner y cols., 2008). A través de esta via
inhibe la corriente de K™ tipo M en neuronas de ratén, lo que provoca el aumento de la [Ca*'];
y el correspondiente aumento en la excitabilidad neuronal que desencadena la liberacion de
Ca®" desde el reticulo endoplasmico mediada a través de receptores de IP3 y RyR2 y la
activacion de la PLC y de proteinas G pequenas (rhoA, cdc42 y racl) (Oka y cols., 2007;
Lauckner y cols., 2008; Henstridge y cols., 2009; Kapur y cols., 2009). También se ha

demostrado un aumento de la [Ca®"]; via PLC en células endoteliales tras la estimulacion del
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receptor GPR55 con LPI y con AEA (Waldeck-Weiermair y cols., 2008; Bondarenko y cols.,
2010) (Figura 1.37).

Recientemente se han descrito otras vias de sefializacion en las que el LPI, a través de su
unidon a GPRSS, activa ERK y p38 de la ruta de las MAPK (Kapur y cols., 2009; Pietr y cols.,
2009; Henstridge y cols., 2010; Oka y cols., 2010).

GPRS5 GPR55 GPRS55 GPR55  GPR55 GPRS5
(LPl)  (0-1602, AEA) (THC, AEA, JWHO015) (LPI, 0-1602) (AEA)  (LPI)

ANy
? ?

rac,
cdcd2

P

Actin PI3K-PLCy
cytoskeleton

Figura 1.37 Vias de seiializacion propuestas para GPRSS5. Cascadas de sefalizacion intracelular tras la
activacion del receptor GPR55 por diferentes ligandos. NFAT, nuclear factor of activated T cells; PI3K,
phosphatidylinositol 3-kinase; PLC, phospholipase C; ROCK, Rho-associated protein kinase. [Adaptada de Ross
2009].

Los datos existentes sobre el receptor GPR55 y la farmacologia de sus ligandos es
complicada y muy variada y los datos sobre los mecanismos de sefializacion que desencadena
este receptor son contradictorios ya que los resultados obtenidos varian segun el modelo de
estudio utilizado.

El receptor GPR119 es un receptor huérfano que se expresa fundamentalmente en el
pancreas y en el tracto gastrointestinal (Chu y cols., 2007; Lauffer y cols., 2009) y que esta
acoplado probablemente a proteinas Gs (Godlewski y cols., 2009). La OEA es su principal
ligando endogeno en experimentos “in vitro” (Overton y cols., 2006) y parece ser que
participa en el control de la homeostasis de la glucosa y en la obesidad (Ning y cols., 2008;

Schwartz y cols., 2008; Godlewski y cols., 2009).
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4.4. Acciones de los endocannabinoides

El SCE es un sistema modulador que act@ia principalmente sobre el sistema nervioso
(Katona y Freund, 2008; Mackie, 2008b; Solinas y cols., 2008; Kano y cols., 2009), el inmune
(Centonze y cols., 2008; Pandey y cols., 2009; Tanasescu y Constantinescu, 2010) y el
endocrino (Bellocchio y cols., 2008; Cota, 2008; Maccarrone, 2009; Di Marzo y cols., 2011).

4.4.1. Acciones cardiovasculares de los endocannabinoides

En los ultimos 10 afios se ha puesto de manifiesto su importancia en la regulacion del
sistema cardiovascular (Hillard, 2000; Randall y cols., 2002; Bonz y cols., 2003; Pacher y
cols., 2005a, 2005b; Ashton y Smith, 2007; Batkai y Pacher, 2009; Hiley, 2009; Pacher y
Steffens, 2009). Entre otros efectos, se ha descrito que el SCE interviene en la regulacion de
la presion arterial, la frecuencia y contractilidad cardiacas o en la ingesta y el sindrome
metabolico (con la consiguiente repercusion en patologias asociadas a la obesidad; Quercioli
y cols., 2011), y en procesos como la isquemia/reperfusion o la aterosclerosis. Sin embargo
hasta la fecha no hay datos sobre la participacién del SCE en la regulacion de la actividad
eléctrica cardiaca.

Se ha demostrado la presencia de receptores CB1 y CB2 en el miocardio humano, de rata
y de raton (Bonz y cols., 2003; Lepicier y cols., 2003; Batkai y cols., 2004b; Shmist y cols.,
2006; Mukhopadhyay y cols., 2007; Weis y cols., 2010). Los receptores CB1 parecen jugar
un importante papel en la regulacion cardiovascular, mientras que los receptores CB2 parecen
ser los responsables de los efectos de los endocannabinoides sobre el precondicionamiento
isquémico.

Existe una marcada variabilidad en el tipo de respuesta producida por los
endocannabinoides sobre la presion arterial, la contractilidad y la frecuencia cardiacas,
dependiendo del modelo, estado de consciencia, via de administracion y especie animal
utilizada (Mendizabal y Adler-Graschinsky, 2007; Wheal y Randall, 2009). Ya en 1979 se
describio el efecto trifasico del THC sobre la presion arterial en ratas anestesiadas: una
reduccion inicial de la frecuencia y contractilidad cardiacas y de la presion arterial, seguida de
un aumento de la presion arterial y de la contractilidad cardiaca y, finalmente, de una
prolongada reduccion de la presion arterial (Siqueira y cols., 1979).Més tarde se comprobo
que la AEA y otros endocannabinoides administrados por via intravenosa en animales

anestesiados producian la misma repuesta trifasica (Varga y cols., 1995; Jarai y cols., 2000;

104



Introduccion

Pacher 2004, 2005a). La bradicardia inicial y la hipotension asociada parecen ser efectos
vagales, ya que se pueden bloquear con atropina o mediante una vagotomia cervical (Varga y
cols., 1995, 1996) y la ultima fase parece estar mediada a través de receptores CBI1
presinapticos que disminuyen el tono simpatico periférico (Varga y cols., 1995, 1996; Lake y
cols., 1997), ya que se comprobo6 que en animales knock out para CBI1 este efecto desaparecia
(Ledent y cols., 1999). Sin embargo, también podria estar implicado un efecto vasodilatador
directo, ya que se ha visto que algunos agonistas sintéticos reducen la presion arterial tras
haber bloqueado previamente el sistema nervioso simpatico (Vidrio y cols., 1996; Lake y
cols., 1997). En animales conscientes, la respuesta hipotensora tardia desaparece casi por
completo. Por tanto esta respuesta podria deberse a los efectos del anestésico (que bloquearian
en parte los efectos centrales de los endocannabinoides) o a posibles diferencias en el tono
vegetativo (Gardiner y cols., 2002; Randall y cols., 2002, 2004; Wheal y cols., 2007).

La accion vasodilatadora de los endocannabinoides también podria explicarse por
mecanismos independientes de la activacion de los receptores CB1 como la estimulacion de
receptores no-CB1/no-CB2 que podrian localizarse en células endoteliales (Jarai y cols.,
1999; Wagner y cols., 1999; Ford y cols., 2002; Batkai y cols., 2004a). Su estimulacién
podria provocar la liberacién de NO, lo que facilitaria la apertura de canales de K, produciria
una hiperpolarizacion del E;, y un efecto vasodilatador (Jarai y cols., 1999; Begg y cols.,
2003). Otros posibles mecanismos de accion serian la activacion de receptores vanilloides
(Hogestatt y Zygmunt 2002; Ho y Hiley, 2003), la biotransformacion de AEA en prostanoides
vasodilatadores (Grainger y Boachie-Ansah, 2001) o la activacion de canales de K activados
por Ca*” (BKCa) (White y cols., 2001).

Se ha descrito también que, dependiendo del receptor estimulado, se producen efectos
opuestos sobre la contractilidad en auricula aislada de rata: se observaba una reduccion de la
contractilidad producida por agonistas del receptor CB1 que se correlacionaba con una
disminucién en los niveles de AMPc, la estimulacion de la NO sintasa y un acumulo de
GMPc, mientras que, la activacion de los receptores CB2 aumentaba la contractilidad y los
niveles cardiacos de AMPc (Sterin-Borda, 2005).

En experimentos realizados en tejido auricular humano, se ha visto que la AEA y otros
cannabinoides sintéticos producen una disminucion dosis-dependiente de la contractilidad,
que se revertia con el antagonista de receptores CB1 AM251, lo cual implicaba que los
efectos inotropicos negativos observados en el miocardio estarian mediados a través de CB1

(Bonz y cols., 2003). Finalmente, la administracion aguda de cannabinoides en sujetos sanos
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produce una respuesta taquicardizante, opuesta a la bradicardia observada en animales
conscientes o anestesiados (Jones, 2002).

En ratas normotensas la administraciéon de SR141716 o de inhibidores de la FAAH como
el URB597 o del transporte de AEA no modifican la presion arterial (Varga y cols., 1995;
Lake y cols., 1997; Batkai y cols., 2004b). Ademas, los ratones knock out para CB1 y FAAH
no presentaban cambios en la presion arterial o en la frecuencia cardiaca con respecto a sus
controles (Jarai y cols., 1999; Ledent y cols., 1999; Mendizabal y Adler-Graschinsky, 2007).
Todo ello sugiere que en condiciones normales los endocannabinoides no participan en el
control de la presion arterial o de la funcion cardiaca. Sin embargo, en ratas espontaneamente
hipertensas y en otros modelos de HT A, aumentaba la expresion de los receptores CB1 a nivel
vascular-endotelial y cardiaco y la AEA y el URB597 normalizaban la presion arterial y
disminuian la frecuencia y la contractilidad cardiacas (Lake y cols., 1997; Batkai y cols.,
2004b; Wheal y cols., 2007). Por el contrario, el SR141716 en estos animales aumentaba la
presion arterial, la contractilidad ventricular, la presion intraventricular y el indice cardiaco
(Batkai y cols., 2004a). Estos resultados indicaban que en situaciones de hipertension
aumenta la expresion de los receptores CB1 y la activacion del sistema endocannabinoide, lo
que podria constituir un mecanismo de compensacion que limitaria el incremento de la
presion arterial y de la contractilidad cardiaca, y desde este punto de vista la modulacion de
los endocannabinoides podria representar una nueva estrategia terapéutica en el tratamiento de
la HTA (Batkai y cols., 2004a y b; Pacher y cols., 2006; Mendizabal y Adler-Graschinsky,
2007). Por otro lado, el que la activacion de los receptores CB1 produzca esta respuesta
hipotensora (Varga y cols., 1996) ha permitido implicar al SCE en estados patologicos que
cursan con hipotension arterial, tales como los cuadros de choque (hemorragico, endotdxico o
cardiaco [Wagner y cols., 1997; Wang y cols., 2001b; Batkai y cols., 2004a; Mukhopadhyay y
cols., 2007] o la cirrosis hepatica [Batkai y cols., 2001]).

En los estudios RIO, en los pacientes obesos hipertensos asi como en el subgrupo de
pacientes diabéticos o con hiperlipidemias tratados durante un afio con RMB, se producia una
disminuciéon muy marcada en su presion arterial, mientras que este efecto no se observé en
pacientes obesos normotensos (Ruilope y cols., 2008).

Por su parte, la presencia del receptor CB2 en el miocardio se ha relacionado con la puesta
en marcha de mecanismos cardioprotectores en modelos de isquemia/reperfusion (Bouchard y
cols., 2003; Montecucco y cols., 2009). El precondicionamiento isquémico es un fenémeno de
proteccion natural inducido por uno o varios periodos breves de isquemia-reperfusion que

protege al corazon del dafo provocado por una posterior isquemia prolongada, reduciendo el
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tamano del infarto, las arritmias y la disfuncion mecéanica o “atontamiento” post-isquémico.
En 2001, Lagneux y Lamontagne describieron por primera vez la implicacion del SCE en un
modelo de isquemia desarrollado en corazones aislados de rata. El antagonista de receptores
CB2 SR144528 (pero no el antagonista de receptores CB1 SR141716) reducia la
cardioproteccion inducida previamente con lipopolisacaridos (Lagneux y Lamontagne 2001).
Igualmente, la activacion de los receptores CB2 estaba implicada en la reduccion del area de
infarto producida por el estrés térmico aplicado antes del periodo de isquemia, ya que este
efecto era prevenido con SR144528, pero no con SR141716A (Joyeux y cols., 2002).
Posteriormente, se han descrito efectos cardioprotectores de diferentes endocannabinoides
como ¢l 2-AG o la PEA y otros agonistas de los receptores CB2 en modelos animales “in
vivo” y “ex vivo”. Estos compuestos reducian el area infartada y mejoraban la funcion
ventricular (Lépicier y cols., 2003; Wagner y cols., 2006; Defer y cols., 2009). En casi todos
los estudios publicados el efecto cardioprotector que ejercen los endocannabinoides esta
mediado a través del receptor CB2, aunque en los tltimos afios también se ha descrito que el
receptor CB1 podria estar implicado (Lépicier y cols., 2006, Wagner y cols., 2006;
Mendizéabal y Adler-Graschinsky, 2007).

4.4.2. Efectos de los endocannabinoides sobre diversos canales i0nicos

Los endocannabinoides y sus analogos modulan diferentes canales i6nicos 'y
transportadores y aumentan la [Ca®'];, efectos que explicarian la capacidad de estos
compuestos para modular la liberacion de diversos neurotransmisores y la excitabilidad
neuronal (Bouaboula y cols., 1999; Howlett y cols., 2004; Pacher y cols., 2006; Demuth y
Molleman, 2006). La mayoria de esos efectos estdin mediados a través de la estimulacion del
receptor CB1 (Mackie y cols., 1993; Deadwyler y cols., 1995; Twitchell y cols., 1997; Mu y
cols., 1999 y 2000; Schweitzer, 2000; Li y cols., 2009; Pertwee, 2010) aunque también
pueden ejercer sus efectos de forma directa. De hecho, se ha demostrado que estos
compuestos pueden modular diferentes canales como, por ejemplo, los de Ca**, Na"o K" de
una forma directa e independiente de receptor (Van der Stelt y Di Marzo, 2005; Oz, 2006;
Pertwee y cols., 2010).

I Canales de Ca*": La AEA, la MetAEA, el 2-AG y el AA inhiben la corriente generada
por canales de Ca®" tipo L (Ca,1) en musculo esquelético de conejo. Este efecto no se revierte
ni con SR141716, ni PTX, ni es reproducido por otros compuestos como el THC o el

WINS55,212-2 (Jarrahian y Hillard 1997; Oz y cols., 2000 y 2004). Se ha descrito también que

107



Introduccion

la AEA puede modular esta corriente en miocitos ventriculares de rata a través de la
estimulacion del receptor CB1 (Li y cols., 2009).

La AEA y diferentes acidos grasos (pero no otros endocannabinoides como el 2-AG)
inhiben la corriente generada por canales de Ca®" tipo T (Ca,3) en lineas celulares y producen
una aceleracion de la inactivacion y un desplazamiento de la curva de inactivacion hacia
potenciales mas negativos de estos canales (Chemin y cols., 2001, 2007). La AEA producia
efectos similares en canales de Ca*" tipo N (Ca,2.2), persistiendo los efectos en presencia de
SR141716 y de PTX. El 2-AG no producia, sin embargo, este mismo efecto (Guo e Ikeda,
2004). Se ha demostrado también que el WIN55,212-2 a concentraciones menores de 1 uM en
cultivos de neuronas de hipocampo de rata, bloqueaba los canales de Ca®" tipo N y P/Q
(Cay2.1) mediante la activacion de receptores CB1, y que a concentraciones mayores lo hace
de una manera directa por lo que dependiendo del rango de concentraciones seria posible que
los endocannabinoides bloquearan canales de Ca®" a través de mecanismos dependientes e
independientes de receptor (Shen y Thayer 1998).

II. Canales de Na": La AEA y el WIN55,212-2 inhiben la corriente generada por canales
de Na" sensibles a TTX en neuronas de rata y ratén a concentraciones micromolares
(Nicholson y cols, 2003; Kim y cols., 2005a). Este efecto se potenciaba tras inhibir la FAAH
y se bloqueaba parcialmente con el antagonista del receptor CB1 AM251 lo que sugeria un
efecto directo sobre el canal independiente de CB1 (Nicholson y cols., 2003). El AA y el 2-
AG también bloqueaban estos canales en neuronas produciendo una disminucion de la
excitabilidad neuronal (Lee y cols., 2002; Duan y cols., 2008).

III. Canales de K': Se ha descrito que a través de la estimulacion del receptor CB1
transfectado en diferentes sistemas de expresion (células de cultivo HEK293, oocitos de
Xenopus y cultivos de neuronas), la AEA y el WINS55,212-2 activaban canales regulados por
proteinas G que generan una corriente rectificadora interna (GIRK) (Henry y Chavkin, 1995).
Este efecto se bloqueaba con bario, SR141716 y tras la estimulacion de la PKC con PMA
(McAllister y cols., 1999), pero era independiente de la via AC-AMPc-PKA (Robbe y cols.,
2001).

En neuronas de hipocampo, WIN55,212-2 aumenta una corriente de salida de K voltaje-
dependiente tipo-A (Ix) (Deadwyler y cols., 1995) y disminuye la corriente tipo-M (/v)
(Schweitzer y cols., 2000). Estos efectos se bloqueaban con SR141716A, PTX y activadores
de la PKA (Hampson y cols., 1995; Mu y cols., 1999 y 2000).

La AEA produce relajacion en arterias coronarias aisladas de rata, efecto que no se debia

ni a la activacion de receptores CB ni a la biotransformacion de la AEA en derivados

108



Introduccion

vasoactivos, sino a la activacion de canales BKCa (White y cols., 2001). Los efectos
aparecian cuando los compuestos se aplicaban de forma extracelular y no se revertian con
SR141716 (Van den Bossche y Vanheel, 2000). En estudios recientes, se ha visto que el LPI
(Bondarenko y cols., 2011) y la MetAEA (Sade y cols., 2006) también pueden modular la
actividad del canal BKCa. El LPI producia ademas una inhibicién de canales no selectivos
para cationes y de la ATPasa Na'/K" de forma independiente de la activacion del receptor
GPRS5 en células endoteliales (Bondarenko y cols., 2010). En el segundo estudio
mencionado, la MetAEA producia un aumento en la actividad de la corriente generada por
canales BKCa en células HEK293. Esta potenciacion no se veia modificada por los niveles de
Ca”" intracelulares, por antagonistas de receptores CB1 o CB2, ni por PTX (Sade y cols.,
2006).

Se ha descrito también que la AEA inhibe la corriente generada por canales Kvl.2
expresados en fibroblastos de raton, acelerando ademas la cinética de inactivacion de estos
canales (Poling y cols., 1996). El efecto no se bloqueaba con PTX ni con SR141716. La AEA,
aplicada por la cara extracelular de la membrana en la configuracion de outside-out de la
técnica de patch-clamp, no producia efecto, mientras que al ser aplicada por la parte
citoplasmatica producia una marcada inhibiciéon de la corriente, indicando que la AEA
actuaria en este caso intracelularmente (Poling y cols., 1996). Efectos similares se han
descrito en otros estudios donde la AEA inducia una rapida y completa inactivacion de la
corriente generada por canales Kv3.1 (Oliver y cols., 2004). Ademds la AEA también actuaba
sobre otros canales como los Kv1.1+Kvfp1.1 o los Kv3.4 y sin embargo no modificaba los
canales KCNQ?2/3 (Oliver y cols., 2004).

Recientemente se ha descrito la modulacion de la Igarp registrada en miocitos
ventriculares de rata través de la estimulacion del receptor CB2. La AEA aumenta la corriente
Ixatp de forma dependiente de concentracion. Este efecto no se prevenia con AM251 pero si
con el antagonista de receptores CB2 AM630 (Li y cols., 2012). Anteriormente ya se habia
descrito la modulacion de esta corriente de forma independiente de receptor por el AA, lo que
podia ejercer efectos cardioprotectores durante procesos de isquemia-reperfusion (Lu y cols.,
2001; Nithipatikom y cols., 2006).

En otro importante estudio, la AEA y la MetAEA producian una potente inhibicion de la
corriente generada por canales TASK-1 mientras que no producia efecto sobre otros canales
de la misma familia (TWIK, TREK, TRAAK). Ese efecto no se revertia con SR141716 y
tampoco era reproducido por otros endocannabinoides como el 2-AG o la PEA (Maingret y

cols., 2001).
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Objetivos

El SCE es un sistema modulador que actlia sobre el sistema neurotransmisor, el inmune y
el endocrino, aunque sus efectos pueden extenderse a muchos otros aparatos y sistemas como
por ejemplo el cardiovascular. Los endocannabinoides pueden ser sintetizados en el corazén y
se ha descrito que pueden regular la contractilidad y la frecuencia cardiacas, sin embargo no
se dispone de datos a cerca de la posible modulacién que estos compuestos pueden ejercer
sobre los canales iénicos y la actividad eléctrica cardiaca. Los endocannabinoides no se
almacenan sino que son producidos “a demanda”, estando su sintesis estimulada en
situaciones de dafio tisular. Por lo tanto, parece razonable asumir que, en el miocardio, la
sintesis de estos compuestos aumentara en situaciones patolégicas como la FA, en la que se
produce inflamacion, estrés oxidativo, fibrosis intersticial y apoptosis. Ademas, se ha
demostrado que la sintesis de endocannabinoides en tejido nervioso, aumenta al estimularlo a
altas frecuencias y al aumentar la [Ca?'];, condiciones ambas, que también estan asociadas a la
FA.

Por otra parte, se ha demostrado que la FA, per se, altera las propiedades
electrofisiologicas, histoldgicas y contractiles auriculares, de modo que promueve su propio
mantenimiento y recurrencia, un fenémeno denominado remodelado auricular. La alteracion
de las propiedades eléctricas consiste, fundamentalmente, en un acortamiento no uniforme de
la DPA y del periodo refractario auricular, lo que permite que un mayor nimero de frentes de
onda de excitacion coexistan simultanea y desordenadamente en la auricula. El acortamiento
del PRA vy la pérdida de la adaptacion de la DPA a la frecuencia se deben a cambios en los
niveles de expresion de los canales que generan las corrientes que participan en la
repolarizacion auricular. De entre las corrientes implicadas en la repolarizacién, la corriente
transitoria de salida de K l,; es la principal responsable de la rapida y temprana
repolarizacion auricular y determina ademas, el tamafio y la duracion de la fase de meseta del
PA cardiaco.

Hasta este momento se desconocen los efectos que producen los endocannabinoides sobre
la actividad eléctrica auricular en condiciones fisioldgicas y/o patoldgicas como la FA. En
este sentido seria interesante analizar los efectos de estos compuestos sobre los canales Kv4.3
gue generan la lyp; Yy que estan implicados en la repolarizacion del PA auricular y en el

remodelado eléctrico auricular.
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Objetivos

Por todo ello, los objetivos de la presente Tesis Doctoral fueron:

1. Analizar los efectos de los endocannabinoides y sus analogos sobre los canales Kv4.3

expresados en lineas celulares de mamifero.

2. ldentificar la presencia de receptores CB1, CB2 y GPR55 en muestras de tejido

auricular de pacientes en RS y compararlo con la de las muestras de pacientes con FA.

3. Analizar los efectos de los endocannabinoides y sus analogos sobre los canales Kv4.3 a
través de la estimulacion selectiva de los receptores CB expresados en lineas celulares de

mamifero.
4. Analizar los efectos, tanto directos como mediados a través de los receptores CB, de
los endocannabinoides y sus analogos sobre la corriente nativa ly;, registrada en miocitos

auriculares humanos disociados enzimaticamente.

5. Identificar la cascada de eventos intracelulares responsables de los posibles efectos a

través de los receptores CB sobre los canales Kv4.3.
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Material y Métodos

1. Técnica de fijacion de voltaje en parche de membrana (patch-clamp)

La técnica de fijacion de voltaje (voltage-clamp) comenzo a utilizarse en los afios 80 para
el estudio de corrientes idnicas en células aisladas y se caracteriza por permitir mantener de
forma estable el potencial de parte o de toda la membrana de la célula y registrar la corriente
generada a través de los canales i6nicos presentes en ella tras la aplicacion de un pulso hiper o
despolarizante (Hamill y cols., 1981). Esta técnica se basa en la formacion de un sello de alta
resistencia (un “gigasello”, #20 GQ) entre la luz de una micropipeta de vidrio y la membrana
de una célula (Figura III.1). La micropipeta se llena con una soluciéon (“solucion interna”)
cuya composicion varia en funcion de la corriente objeto de estudio. A través de la
micropipeta, se inyecta la corriente necesaria para fijar el £y, al valor deseado y, al mismo
tiempo, se registra la corriente generada tras la aplicacion de pulsos hiper o despolarizantes
(Hamill y cols., 1981). La técnica de fijacion de voltaje presenta diferentes configuraciones
(Figura I11.2):

a) Configuracion de parche sobre célula entera, cell-attached u on-cell patch.

b) Configuracion de célula entera o whole-cell patch.

¢) Configuracion de parche interior-fuera o inside-out patch.

d) Configuracion de parche exterior-fuera o outside-out patch.

Figura III.1. Formacion de un sello de alta resistencia. Se muestran una micropipeta de vidrio y una célula en
el transcurso de la formacion de un sello de alta resistencia o “gigasello”.

Una vez que se ha puesto en contacto la micropipeta con la superficie de la membrana
celular, se aplica una ligera succidn, con lo que la porcion de la membrana incluida en la luz
de la micropipeta se invagina y se forma el sello de alta resistencia. Esta es la configuracién
de “parche de membrana sobre célula entera” (cell-attached u on-cell patch) que permite el
registro de la corriente i6nica unitaria o microscopica (i), generada por la activacion de un

unico canal (single channel) presente en el parche de membrana. Esta configuracion presenta
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la ventaja de ser la mas fisiologica de las cuatro mencionadas porque no modifica el medio
intracelular y es la més adecuada para estudios que requieran la participacion de todos los
sistemas celulares moduladores del canal i6nico. Su principal desventaja es que no permite
determinar el PR (un indicador de la situacion fisioldgica de la célula) ya que los valores a los
que se fija son relativos al potencial de membrana de la célula. Este problema se minimiza
perfundiendo las células con una solucion externa despolarizante que mantiene el potencial de

reposo celular en 0 mV.

Contenido de la pipeta

i, T NS
Solucion externa Solucién interna
Cell-attached
Whole-cell
Succidn
Elevacién

Inside-out Elevacik

Elevacion

Outside-out

Figura IIL.2. Configuraciones de la técnica de patch-clamp. Esquema que ilustra la metodologia para
conseguir las diferentes configuraciones de los sellos mediante la técnica de patch-clamp.

A partir de la configuracion de “parche de membrana sobre célula entera”, y aplicando

una ligera succion adicional, se puede romper la porcion de membrana invaginada en la luz de

la micropipeta y conseguir la configuracion de “célula entera” (whole-cell patch). Tras la
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rotura del parche de membrana, la solucion interna de la micropipeta entra en contacto con el
medio intracelular y, al ser mucho mayor su volumen en comparacion con el volumen celular,
se produce un recambio casi inmediato de la composicion del mismo, es decir, se produce una
dialisis intracelular. En estas condiciones es posible fijar el £y, al valor deseado vy, tras la
aplicacion de los protocolos experimentales adecuados, registrar la corriente i6nica resultante
de la actividad de todos los canales presentes en la membrana celular o corriente
macroscopica (/). Esta configuraciéon permite controlar y modificar a voluntad el medio
intracelular, pero también diluye los mediadores intracelulares responsables de la regulacion
de los canales i6nicos. Para minimizar este problema, la solucion interna de la micropipeta se
complementa con ATP y otros mediadores que, en condiciones fisioldgicas, mantienen la
funcion de los canales i6nicos. Otra posibilidad para minimizar la dilucion de los mediadores
celulares es utilizar la configuracion de “parche de membrana perforado”. Para ello, se afiade
a la solucion interna un antibidtico (nistatina, anfotericina B) que, una vez que se ha formado
el sello de alta resistencia en cell-attached, va formando pequefios poros en la membrana de la
célula, permitiendo asi el paso de iones monovalentes. De esta forma, la resistencia de acceso
va disminuyendo paulatinamente, mientras que la amplitud de la corriente registrada va
aumentando, hasta que ambos pardmetros alcanzan valores estables al cabo de =30 min,
momento en el se empieza a registrar la corriente idnica objeto de estudio.

Partiendo de la configuracion de parche de membrana sobre célula entera, y elevando la
célula del fondo del bafio, se puede separar el parche de membrana incluido en la luz de la
micropipeta del resto de la célula, quedando asi el lado citosolico de la membrana expuesto al
medio externo y el lado extracelular en contacto con la solucion interna de la micropipeta.
Esta es la configuracion de “parche de membrana interior-fuera” (inside-out patch).

La tultima configuracion es la de “parche de membrana exterior-fuera” (outside-out patch)
que se obtiene a partir de la configuracion de célula entera. En esta configuracion, la cara
extracelular de la membrana es la que queda en contacto con la solucion externa. Estas dos
ultimas configuraciones son las también llamadas “de parche escindido” y permiten el registro
de corrientes unitarias. Ambas son adecuadas para el estudio del mecanismo de accion de
farmacos o mediadores que actiien selectivamente sobre las superficies extra o intracelular de
la membrana. Sin embargo, presentan el inconveniente de que desligan los canales i6nicos del
contenido citosélico que modula su actividad.

En la presente Tesis Doctoral, las corrientes fueron registradas utilizando la configuracion

de célula entera (whole-cell) de la técnica de patch-clamp.
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2. Compuestos

La AEA, la MetAEA, el LPL, el AA, el AP, el AS, la SEA, el AO (Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, Misuri, EE.UU.), el 2-AG y la OEA (Tocris Bioscience, Ellisville, Misouri, EE.UU.)
se disolvieron en etanol, mientras que la PEA y el WINS55,212-2 (ambos de Sigma-Aldrich) se
disolvieron en dimetilsulfoxido (DMSO). El RMB (antagonista CB1 proporcionado
amablemente por Sanofi-Aventis, Francia), el AM630 (antagonista CB2), el AM281
(antagonista CB1), y el URB-597 (inhibidor de la FAAH) (Tocris Bioscience) se disolvieron
también en DMSO. En algunos experimentos, el EGTA fue sustituido por BAPTA 20 mM
(Sigma-Aldrich) en la solucién interna. Para el estudio de las vias de sefalizacion se
utilizaron diferentes inhibidores enzimaticos: KNO93 (Calciochem, Merk Chemicals,
Darmstadt, Alemania) y queleritrina (Sigma-Aldrich) solubles en agua y U73122, U73343 y
estaurosporina todos ellos de Sigma-Aldrich y disueltos en etanol.

En todos los casos se hicieron inicialmente soluciones madre de 10 mM en el solvente
adecuado y las diluciones posteriores se realizaron inmediatamente antes de cada experimento
en solucion externa o interna hasta obtener la concentracion final deseada.

En experimentos preliminares se comprobd que las concentraciones finales de los
solventes utilizados para la obtencion de las soluciones madre de cada uno de los compuestos
en las diferentes soluciones externas empleadas no modificaban la amplitud de la corriente

estudiada.

3. Registro de la Iky43 en sistemas de expresion heterdologos

3.1. Cultivo celular

En nuestros experimentos se utilizaron células CHO proporcionadas por el Dr. Wettwer y
la Dra. Ravens de la Universidad Técnica de Dresden (Dresden, Alemania) que expresan de
forma estable el ADNc que codifica la expresion de la subunidad o hKv4.3-L y la subunidad
auxiliar hKChIP2a, (clonado de tejido humano, amplificado mediante la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) e incorporado al vector pcDNA3.1) (Radicke y cols., 2005). La
corriente registrada en estas células estd generada por canales formados por ambas
subunidades (/xv43). Estas células, que no expresan ninguin tipo de receptor CB de forma
endogena (Gémez del Pulgar y cols., 2000), presentan una pequefia proporcion de canales de

Na' enddgenos (Lalik y cols., 1993), aunque la amplitud de las corrientes generadas a través
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de los mismos es demasiado pequefia para interferir en el registro de las corrientes de K"
generadas por los canales Kv4.3. Ademas, estas células representan un buen modelo para el
estudio de canales de K, ya que no presentan ninguna corriente de este tipo (Yu y Kerchner,
1998). Las células CHO eran cultivadas en placas de Petri de 60 mm de didmetro con medio
ISCOVE (Biochrom, Berlin, Alemania) enriquecido con suero fetal bovino (SFB) al 10%, 1%
de glutamina, 100 pg/mL de zeocina y 400 pg/mL de G418 (un anilogo de neomicina; Gibco)
(Radicke y cols., 2005; Gomez y cols., 2008) para prevenir contaminaciones bacterianas.

En algunos experimentos se transfectaron las células CHO de forma transitoria con los
ADNCc que codifican para las proteinas MiRP2 (1.6 pg) y DPP6 (1.0 pg) usando el método del
FuGENE 6 (Roche Diagnostics, Barcelona, Espafia) (Delpon y cols., 2008; Gomez y cols.,
2008; Radicke y cols., 2008). Los vectores de expresion con el ADNc de estas dos proteinas
fueron proporcionados por el Dr. Antzelevitch, (Masonic Medical Research Laboratory,
Utica, New York, EE.UU) y la Dra. Ravens, respectivamente. Fueron clonados de tejido
humano, amplificados mediante PCR e incorporados al vector pIRES2 en el caso de MiRP2
(Delpon y cols, 2008) y en el vector pRC/RSV para DPP6 (Radicke y cols., 2005).

El método de transfeccion del FuGENE 6 consiste en la incubacion de una mezcla de
FuGENE 6, del vector de expresion con el gen de interés y del ADNc del antigeno de
superficie CDS8 (0.5 pg) expresado en el vector EBOpcD, en presencia de medio de cultivo sin
suero y sin antibiotico. El FuGENE 6 estd compuesto por una mezcla de lipidos que propicia
la incorporacién del ADNc a las células y permite asi la expresion en la membrana de las
proteinas objeto de estudio. Con estos vectores de expresion, una mezcla con una relacion de
3 a1l (un volimen de FuGENE 6 por cada pg de ADNc) fue la que proporciond una
transfeccion mas eficaz. Para la seleccion de las células que habian incorporado los vectores,
éstas se incubaban con una solucién de microesferas de poliestireno unidas a anticuerpos anti-
CD8 (Dynabeads® CDS, Invitrogen, Carlsbad, California, EE.UU.). Los anticuerpos anti-
CDS8 se unen a las células que presentan en su membrana el antigeno de superficie CDS,
células que, en la mayoria de los casos, también presentan el canal objeto de estudio. De este
modo, para la realizacion de los experimentos, las células se seleccionaban mediante su
observacion al microscopio por la presencia en la membrana de las microesferas de

poliestireno (Figura III.3).
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O

Figura IIL3. Identificacion de las células CHO que expresan el antigeno CD8 en su membrana. Células
CHO transfectadas con el plasmido EBO-pcD leu2 identificadas mediante anticuerpos anti-CD8 unidos a
microesferas de poliestireno (DynaBeads M-450).

Tras incubar la mezcla durante 30 min, ésta se afiadia a las células en cultivo, permitiendo
que el ADNc adherido al FuGENE 6 se introdujese en las células. Transcurridas 48 h, tiempo
durante el cual se producia la transcripcion del ADNc y la expresion en la membrana de las
proteinas a estudiar, las células se barrian de la placa con rascadores de goma, procedimiento
mediante el cual la mayoria de las células permanecian intactas. Tras dejar reposar la
suspension de células durante 1 h a temperatura ambiente, se comenzaban los experimentos
electrofisiologicos (Delpon y cols., 2008; Gémez y cols., 2008; Radicke y cols., 2008).

Para el estudio de los efectos que produce la estimulacion selectiva de los receptores CB
se utilizaron células CHO que expresan de forma estable el receptor CB1 (CHO-CB1) y el
receptor GPR55 (CHO-GPRS5S). Estas lineas celulares fueron proporcionadas por el Dr.
Guzman (Universidad Complutense de Madrid, Espafia) y por el Dr. Ken Mackie
(Universidad de Washington, Seattle, EE.UU.), respectivamente. Para su cultivo en placas de
60 mm de didmetro se utilizaba medio DMEM que contenia 400 pg/mL de G418 y SFB al
10%. El medio de cultivo de las células CHO-CB1 se complementaba con aminoécidos no
esenciales en MEM al 1% (Rueda y cols., 2000), mientras que el medio de cultivo de las
células CHO-GPRSS5 se suplementaba con una mezcla de antibidticos (800 UI de penicilina y
200 pg/mL de estreptomicina) (Lauckner y cols., 2008).

Las células CHO-CB1 y CHO-GPRS5S5 fueron transfectadas de forma transitoria con el
ADNc que codifica la expresion del canal Kv4.3 (3 pg) usando también el método del
FuGENE 6. El vector de expresion pBKcyvy con el ADNce del canal Kv4.3 fue proporcionado
por el Dr. McKinnon de la Universidad de Nueva York (Stony Brook, NY, EE.UU.) quién lo

clono y lo caracteriz6 electrofisiolégicamente. El canal Kv4.3 fue clonado de corazon de rata
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(Dixon y cols., 1996). Este canal presenta una homologia a nivel de secuencia nucleotidica
del 91% con respecto del humano, difiriendo tan sélo en tres aminodcidos (Glul52, Ser540 y
Thr646 en rata vs. Asp152, Pro540 y Ala646 en humano).

Todas la lineas celulares se mantenian a 37°C en una atmosfera de CO; del 5% y eran
tratadas con tripsina (0.5 mg/mL) cada 4-5 dias (Delpén y cols., 2008; Gémez y cols., 2008;
Radicke y cols., 2008).

3.2. Técnicas electrofisioldgicas de registro en sistemas de expresion heterélogos

Se coloc6 una alicuota de la suspension de células transfectadas en una camara de 0.5 mL
montada sobre una platina de un microscopio invertido (Nikon TMS; Nikon Co., Tokio,
Japon). Después de que las células se asentaran en el fondo de la misma, las células CHO
fueron perfundidas a una velocidad de flujo de 1 mL/min con soluciéon externa (ver
composicion en el apartado 2.3). Todos los experimentos fueron realizados a una temperatura
de 22-24 °C. Tras haber obtenido los registros de Ixy43 en situacion control, se cambid la
solucion externa por otra que contenia la concentracion deseada de los diferentes compuestos
estudiados. Posteriormente, se dejo un periodo de equilibrio de 10 min antes de analizar los
efectos de los mismos.

La Ixys43 fue registrada utilizando la configuracién de célula entera (whole-cell) de la
técnica de patch-clamp (Vaquero y cols., 2007; Delpon y cols., 2008; Gémez y cols., 2008;
Radicke y cols., 2008), utilizando un amplificador Axopatch 200B (Molecular Devices Inc.,
Sunnyvale, California, EE.UU.). En las condiciones experimentales utilizadas, las corrientes
permanecian estables durante mas de 40 min (Delpén y cols., 2008; Gomez y cols., 2008;
Radicke y cols., 2008). Las micropipetas fueron obtenidas a partir de tubos capilares de
borosilicato de 1.0 y 0.5 mm de didmetro exterior e interior, respectivamente (GD1; Narishige
Co Ltd, Tokio, Japon) utilizando un estirador horizontal de micropipetas programable (P-
2000; Sutter Instruments Co., Novato, California, EE.UU.) y posteriormente pulidas en una
microforja (MF-83; Narishige) hasta alcanzar el tamafio deseado. Para asegurar la calidad de
la fijacion del voltaje, la resistencia de las micropipetas utilizadas una vez llenas con la
solucién interna y sumergidas en la solucion externa fue inferior a 3.5 MQ. Los artefactos de
corriente capacitativa generados al aplicar pulsos simétricos de 10 mV se registraron a 50 kHz
(filtrados a 10 kHz) para el calculo posterior de la capacitancia y la resistencia de acceso a la

célula. Posteriormente, las resistencias en serie se compensaron manualmente utilizando la
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unidad de compensacion de resistencias en serie del amplificador Axopatch, alcanzandose una
compensacion ~80%.

En las células CHO, células CHO-CBI1, y CHO-GPR55 se midieron los valores de
capacitancia celular media, la resistencia de acceso media no compensada y la amplitud
maxima de la Ixy3 a +50 mV (Tabla II1.2). En nuestras condiciones experimentales los
errores de voltaje debidos a las resistencias en serie fueron minimos (<5 mV).

Ademas, la baja capacitancia permitié un rapido control de la fijacion del voltaje. Las
corrientes se registraron a una frecuencia de muestreo de 4 kHz, se filtraron a 2 kHz y se

almacenaron en el disco duro de un ordenador para su posterior analisis.

3.3. Soluciones, protocolos experimentales y andlisis de resultados

Para el registro de la Iky4.3, la solucion externa contenia (en mM): NaCl 136, KC1 4, CaCl,
1.8, MgCl, 1, HEPES 10 y glucosa 10 (ajustado a pH=7.4 con NaOH). Las micropipetas
utilizadas para el registro se rellenaron con una solucion interna cuya composicion era (en
mM): K-aspartato 80, KCI 42, KH,PO4 10, MgATP 5, fosfocreatina 3, HEPES 5 y EGTA 5
(ajustado a pH=7.2 con KOH).

La generacion de protocolos, la adquisicion de datos y el analisis de los mismos fueron
llevados a cabo mediante el uso del software PCLAMP 10.0 y de sus aplicaciones
CLAMPEX y CLAMPFIT (Molecular Devices).

El potencial de fijacion (holding potential) se mantuvo a -80 mV y el intervalo de tiempo
entre los distintos protocolos de estimulacion fue de al menos 30 s para evitar la acumulacion
de la inactivacion de la corriente y/o el acumulo del bloqueo producido por los compuestos
utilizados si éste fuese frecuencia-dependiente. El protocolo para obtener la relacion I-V
consistio en pulsos de 250 ms, los cuales se aplicaron en incrementos de 10 mV entre -90 y
+50 mV. A potenciales de membrana mas negativos de -40 mV, se obtenia una “corriente de
fuga” (leak current) cuya amplitud aumentaba linealmente con la despolarizacion. Para los
restantes potenciales de membrana, la amplitud de la corriente generada se corregia
sustrayendo el valor de la corriente de fuga calculado para cada potencial a partir de la
extrapolacion de la regresion lineal. Cuando los compuestos objeto de estudio producian una
significativa aceleracion de la inactivacion, la disminucion de la amplitud del pico de
corriente no era un indice valido para representar adecuadamente el grado de inhibicién en
estado estacionario. Por lo tanto, para una mejor caracterizacion del bloqueo en estado estable

producido por estos compuestos, se utilizé como indice del mismo la disminucion de la carga
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total que atraviesa la membrana a través de los canales Kv4.3+KChIP2 a +50 mV (Qgva3),
calculada como la integral del area bajo los trazos de corriente a dicho potencial de
membrana. Posteriormente, se represento la carga en funcion del potencial de membrana y se
obtuvieron las relaciones carga-voltaje (relaciones Q-V).

Las curvas de inactivacion de la Ixys43 fueron obtenidas utilizando un protocolo
experimental de doble pulso. Primero se aplicaba un pulso de 250 ms desde -80 mV hasta
potenciales comprendidos entre -90 mV y +50 mV, que era seguido de un pulso test de 250
ms a +50 mV. Las curvas de inactivacion se obtenian representando la amplitud del pico de
corriente generado por el pulso test en funcion del potencial de membrana del primer pulso.

Las curvas de inactivacion fueron ajustadas mediante una ecuacion de Boltzmann:
y=A/{1+exp [(Vi-Em)/k]} (I11.1)

donde A es la amplitud, 7 el punto medio de inactivacion, Ey, el potencial de membrana y &
representa el valor de la pendiente de la curva.

Para describir la cinética de activacion e inactivacion de las corrientes durante la
despolarizacion, se utilizd6 un andlisis exponencial, ajustando los trazos de la corriente
registrada a +50 mV desde el final del tramo sigmoidal hasta el pico maximo de corriente y
desde el pico maximo de corriente hasta el final del pulso, respectivamente, a la siguiente
ecuacion:

y=C+ Ajexp(-t/t;) + Arexp(-t/ t2) +..+ Anexp(-t/ T,) (IIL.2)

donde 1y, T2 ¥ T, son las constantes de tiempo del sistema, Aj, A, y A, son las amplitudes de
cada uno de los componentes de la exponencial y C es el valor basal. El procedimiento de
ajuste utilizado fue un algoritmo no lineal de minimos cuadrados (Gauss-Newton); los
resultados obtenidos fueron representados en formato lineal y semilogaritmico. La bondad del
ajuste fue estimada mediante el criterio de y°, eliminandose aquellos ajustes en los que
aparecian desviaciones sistematicas no aleatorizadas.

La dependencia de voltaje de la activacion de los canales Kv4.3 o conductancia (G) se

determind mediante la relacion:
G=1/(En—E) (IT1.3)

donde I es la amplitud de la corriente generada al aplicar los pulsos a los diferentes
potenciales de membrana (Ey,) y Ej es el potencial de inversion (-72.4+6.4 mV, n=6) (Moreno

y cols., 2003).
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Las curvas de activacion o curvas conductancia-voltaje se obtenian representando la
conductancia frente al potencial de membrana correspondiente y se ajustaron a una ecuacion
de Boltzmann obteniéndose los valores de V;, y k£ de las curvas.

La fraccion de bloqueo (f) producido por cada compuesto fue definida como:

f: 1 _]COmpuesto /]Control (HI4)

Para describir la interaccion farmaco-canal, se escogi6 el modelo méas comun, en el que se
asume que la molécula de farmaco (F) interacciona con el receptor (R) en una reaccion
bimolecular reversible formando el complejo fArmaco-receptor (FR):

k
F + R&FR (111.5)

/

En situacion de equilibrio: [F][R])/[FR]=Kp= l/k

La reaccion descrita por este modelo obedece a los principios de la ley de accidon de masas
(Weiland y Molinoff, 1981). Por tanto, la concentracion inhibitoria 50 (Cls, concentracion
que produce una inhibicidn de la corriente del 50%) fue obtenida al ajustar la ecuacion de Hill
a la fraccion de bloqueo (f) obtenida en presencia de distintas concentraciones de farmaco

farmaco [D] fijando el coeficiente de Hill (ny) a 1 y el maximo al 100%:

f=1/ {1+ (Clso/[D])"} (I1L.6)

4. Registro de la l¢,; en miocitos auriculares humanos

El estudio del que se obtuvieron las muestras de orejuelas auriculares humanas fue
aprobado por el Comité de Investigacion del Hospital General Universitario Gregorio
Maranon de Madrid (CNIC-13) y se adecuaba a los principios descritos en la Declaracion de
Helsinki. Las muestras de tejido auricular (orejuela derecha) se obtuvieron de pacientes
(n=21) que iban a ser sometidos a cirugia cardiaca con circulaciéon extracorpdérea. Antes de la
operacion, los pacientes recibieron y firmaron un consentimiento donde se les informaba de
los fines experimentales a los que iba a ser destinada la muestra. Las muestras se dividieron
en dos grupos: muestras procedentes de pacientes en RS y muestras procedentes de pacientes

con FAc. Las caracteristicas de los pacientes de los que se obtuvieron las muestras tanto para
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realizar los experimentos de electrofisiologia como los de extraccion de ARNm se resumen en

la Tabla III.1.

RS FAc

Pacientes (n) 14 7
Edad (anos) 65+2 69+3
M/F (n) 10/4 6/1
Cardiopatia

Valvular (n) 6 3

Isquémica (n) 2 2

Combinada (n) 6 2
Hipertension (n) 6 2
Insuficiencia cardiaca 3 2
Diabetes mellitus (n) 1 2
Dislipidemia (n) 7 2
Diametro Al (cm) 4.1+0.3 4.8+0.2%*
Fraccion de eyeccion (%) 54.0+£2.4 45.3+£3.0*
Clase Funcional NYHA

I (n) 2 1

IT (n) 8 2

I (n) 4 3

IV (n) 0 1
Creatinina (mg/dL) 1.0+0.1 0.85%0.1
Presion Sistolica Pulmonar (mm Hg) 56.3+4.9 47.545.2
Tratamiento

Beta bloqueantes (n) 8 4

IECA/ARAII (n) 5 3

Estatinas (1) 7 3

Acido acetilsalicilico (n) 4 3

Digoxina (n) 1 1

Antagonistas del calcio (n) 0 1

Diuréticos (n) 4 5

Espironolactona (n) 0 2

Anticoagulantes orales () 1 5

Tabla IIL.1. Caracteristicas de los pacientes. M, masculino; F, femenino; Al, auricula izquierda; NYHA, New
York Heart Association; IECA, inhibidores de la enzima de conversion de angiotensina II; ARAII, antagonistas
de los receptores tipo 1 de la angiotensina II. * P<0.05 vs. pacientes en RS.
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4.1. Disociacion de miocitos auriculares humanos

Para la disociacion de las muestras se utilizd un protocolo de uso comiin en nuestro grupo
de investigacion (Goémez y cols., 2008; Gomez y cols., 2009; Barana y cols., 2010; Caballero
y cols., 2010a; Caballero y cols., 2010b; de la Fuente y cols., 2012).

Las muestras se obtenian en el quir6fano y se transportaban en solucion 7yrode “cero
calcio” (Tyrode 0 Ca2+, de composicion [en mM]: NaCl 100, KCI 10, KH,PO4 1.2, MgSO, 5,
taurina 50, MOPS 5, glucosa 20), suplementada con 2,3-butanodiona monoxima 30 mM
(ajustado a pH=7.0 con NaOH). Una vez en el laboratorio, donde se realizaba la disociacion,
y tras la eliminacion del tejido fibroso, la muestra se cortaba en pequefios trozos (1 mm’) y
se realizaban 4 lavados de 3 min cada uno en Tyrode 0 Ca’", en un bafio a 37°C y con
burbujeo de O,. Una vez lavados, los trozos se mantuvieron en la misma solucion a la que se
afadia colagenasa tipo I (254 U/mL; Worthington Biochemical Corp., Lakewood, NJ,
EE.UU.) y proteasa tipo XXIV (0.5 mg/mL; Sigma-Aldrich). Pasados 15 min, se afiadia Ca**
(0.2 mM) y se mantenia en las mismas condiciones de temperatura y burbujeo durante otros
30 min. Transcurrido este tiempo, el tejido se filtraba y se resuspendia en Tyrode 0 Ca® en
presencia de colagenasa, pero sin proteasa. Mientras la muestra se trataba sélo con colagenasa
se tomaban alicuotas cada 3 min para su observacion al microscopio. Cuando tanto el numero
de miocitos como su morfologia eran los idoneos (Figura III.4), se paraba la reaccioén
enzimadtica filtrando la muestra. A continuacion, se resuspendia la muestra con un pipeteador
durante 4-5 min en “solucioén de almacenamiento” (composicion en mM: KCl1 20, KH,PO4 10,
glucosa 10, K-glutamato 70, &cido B-hidroxibutirico 10, taurina 10, EGTA 10 y albimina 1
[ajustado a pH=7.4 con KOH]). Pasados =5 min se filtraba de nuevo la muestra y se volvia a
resuspender en solucion de almacenamiento. Por ultimo, se anadian concentraciones
crecientes de Ca®" en tres pasos: el primero para obtener una concentracién de 0.2 mM; tras
10 min se aumentaba la concentracion hasta 0.3 mM; y en el tercer paso, tras otros 10 min,
hasta una concentracion final de 0.5 mM.

Los miocitos se dejaban reposar durante 1 h a 4°C hasta su posterior utilizacion para la

obtencién de los registros electrofisioldgicos, siempre dentro de las siguientes 8 h.
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Figura I11.4. Miocito auricular humano disociado enzimaticamente en nuestro laboratorio.

4.2. Técnicas de registro de la /;,; en miocitos auriculares humanos

La [, estd formada en realidad por dos componentes bien diferenciados, la 1 y la /iy,
donde solo la I, es una corriente de K, ya que la /i,; es una corriente de Cl™ activada por
Ca®" (Kenyon y Gibbons, 1979; Coraboeuf y Carmeliet, 1982; Hiraoka y Kawano, 1989).

El registro de la /,; se realizaba de manera similar a como se ha explicado en el apartado
II1.3.2 para el registro de la Ixys3. Se colocaba una alicuota de la suspension de los miocitos
humanos disociados enzimaticamente en la cdmara montada sobre la platina del microscopio
invertido. Para la obtencion de los registros se utilizo un amplificador Axopatch 200B. Todos
los experimentos fueron realizados a temperatura ambiente (22-24°C). La generacion de
protocolos, la adquisicion de datos y el andlisis de los mismos fueron llevados a cabo
mediante el uso del software PCLAMP 10.0 y de sus aplicaciones CLAMPEX y CLAMPFIT.

Las micropipetas empleadas en los registros fueron obtenidas como se ha descrito en el
apartado 3.2. Para asegurar la calidad de la fijacion del voltaje, la resistencia de las
micropipetas utilizadas, una vez que se rellenaban con la solucion interna y se sumergian en la
solucion externa, era de 2-4 MQ.

Los valores medios de la amplitud maxima de la [, la resistencia de acceso no
compensada y la capacitancia de los miocitos auriculares humanos se recogen en la Tabla

I11.2.

4.3. Soluciones y protocolos experimentales

Para el registro de la /i, en miocitos auriculares humanos, la solucion externa contenia (en
mM): NaCl 120, KCI 20, CaCl, 1, MgCl, 1, HEPES 10 y glucosa 10 (ajustado a pH=7.4 con

NaOH). A dicha solucion se le anadia 4-AP (50 uM), nifedipino (1 pM) y atropina (1 pM)

para inhibir la Ik, Icar € Ik ach, respectivamente. En algunos experimentos se afiadié también
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a la solucion externa RMB (1 uM) o AM281 (1 uM) y AM630 (1 uM) para bloquear los
receptores CB1 y CB2, respectivamente. Las micropipetas utilizadas para el registro se
rellenaron con una solucién interna cuya composicion era (en mM): K-aspartato 80, KCI 42,
KH,PO4 10, Mg-ATP 5, fosfocreatina 3, HEPES 5 y EGTA 5 (ajustado a pH=7.2 con KOH).
El protocolo para registrar la /;,; auricular humana consistié en un prepulso de 25 ms de
duracion a -30 mV para inactivar la Iy,, seguido de pulsos de 250 ms de duracion desde -90
hasta +50 mV en incrementos de 10 mV desde un potencial de fijacion de -80 mV. Para la
construccion de las relaciones Q-V, se representaba la carga total que atravesaba la membrana
a través de los canales que generan la /;,; a +50 mV (Qpo1), calculada como la integral del area

bajo los trazos de corriente a dicho potencial.

Corriente Amplitud maxima Resistencia de acceso Capacitancia | Numero de
(nA) a +50 mV no compensada (MQ) celular (pF) células (n)
lkvas 2.440.2 1.6+£0.2 9.2+0.7 42
lkva3-CB1 2.8+0.3 1.7£0.1 7.9£0.6 25
lkva3-GPR55 2.54+0.2 1.9+0.2 8.7+0.3 51
lio1 0.9+£0.07 3.940.6 81.3£17.9 15

Tabla II1.2. Valores medios de las amplitudes maximas de las corrientes registradas, y de las resistencias
de acceso no compensadas y las capacitancias de las células utilizadas. Los datos representan la mediatEEM
del nimero de experimentos (n) que se mencionan. En estas condiciones, los errores de voltaje debidos a las
resistencias en serie eran minimos (<5 mV).

5. Medidas de anisotropia de fluorescencia en estado estacionario y con resolucion

temporal

Una suspension de 1-3x10° células CHO en 1 mL de solucidn externa se incubd a 20°C
durante 15 min en oscuridad con la sonda fluorescente 2-carboxietil-1,6-difenil-1,3,5-
hexatrieno (PA-DPH; Molecular Probes, Invitrogen) a una concentracion de 2 pM. La sonda
fue disuelta en DMSO hasta obtener una soluciéon madre de 1 mM. A continuacion, las células
se incubaron con los diferentes compuestos estudiados AEA, 2-AG, LPI y PEA a la
concentracion de 1 uM y la sonda PA-DPH (2 uM) durante 20 min.

Las medidas de anisotropia de fluorescencia en estado estacionario (ry) fueron realizadas
a 20°C en un espectrofluorimetro contador de fotones ISS-PC1 con polarizadores Glan-
Taylor, usando cubetas de 5x5 mm y anchos de banda de excitacion y emision de 2 nm y 10
nm, respectivamente (Aexe= 375 nm y Aem= 450 nm). La anisotropia de fluorescencia en estado

estacionario se define como:
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res = (Ipar—IperxG) / (Ipar + 2xG xIper) (ITL.7)

donde Ipar e Iper son las intensidades polarizadas de emision vertical y horizontal,
respectivamente, obtenidas por excitacion polarizada vertical y G es un factor que tiene en
cuenta la diferencia en la eficiencia de deteccion de las dos intensidades polarizadas. La
intensidad total de fluorescencia y la rg, registrada en funcion del tiempo, alcanzaron valores
estables a los 3-5 min y se mantuvieron constantes, al menos, durante 1 h.

Las medidas de anisotropia e intensidad de fluorescencia con resolucién temporal fueron
llevadas a cabo usando una version modificada de un contador de unidades de fotones (Lillo y
cols., 2002) y un diodo laser PicoQuant 375 nm como fuente de excitacién, con una
resolucion temporal de 12.2 ps por canal (Guizy y cols., 2008; Barana y cols., 2010). La
longitud de onda de emision era de 450 nm (8 nm de ancho de banda). Ademas, se incluy6 en
la parte de la emision un filtro adicional de 418 nm para minimizar la dispersion de la sefal de
fluorescencia. Para la medida de los tiempos de vida media se registrd la disminucion de la
intensidad de la muestra con luz de excitacion polarizada verticalmente y con el polarizador
de emision en posicion de “angulo magico” (54.7°), Im(t). Dicha disminuciéon se calculd
mediante un ajuste no lineal de minimos cuadrados realizado con un programa desarrollado
para tal fin por GLOBALS Unlimited (Urbana, Illinois, EE.UU.) (Beechem y cols., 1992). La
disminucién progresiva de la anisotropia de fluorescencia con resolucion temporal [r(t)] se
determind mediante el andlisis simultdneo de los componentes de emision Ipar(t) e Iper(t),
asumiendo una funcién monoexponencial con una anisotropia residual o limite (r.), mediante

la ecuacidn:

1) = (ro- rs) 2Pi exp(-t/$) + 1 (I11.8)

donde ¢, son los tiempos de relajacion correspondientes al movimiento rotacional restringido
de la sonda de fluorescencia en la membrana (Kinosita y cols., 1984; Mateo y cols., 1991,
1993; Guizy y cols., 2008; Barana y cols., 2010) y f; (factores preexponenciales) son las
amplitudes normalizadas. El valor de ry (propiedad espectroscopica de los derivados del
DPH) fue previamente determinado de manera experimental (0.390+0.003) (Mateo y cols.,

1993). La distribucion de los residuos ponderados se empled para juzgar la bondad del ajuste.
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6. Determinacion del indice de complejidad

El grado de complejidad de cada compuesto se calculd6 mediante la ecuacion de
Bertz/Hendrickson/Ihlenfeldt que considera tanto el tamafio de la molécula como la presencia
y naturaleza de los diferentes grupos reactivos presentes en cada compuesto:

C=Cn+Cs (I1L.9)

donde Cn es el término principal y mide la complejidad del esqueleto de la molécula y se

calcula como:

Cn=2nloga m - X mi logz m; (I11.10)

Cada calor de ni se calcula como:

ni = "2 (4-h) (3-h) (IIL.11)

donde / es el nimero de hidrogenos del atomo i.

El valor de n para la molécula entera se puede calcular con la siguiente ecuacion:

n =" i (4-h)(3-h)-D-3T (IIL.12)

donde 4; es el nimero de hidrogenos del atomo 7, D el numero de dobles enlaces y T el
numero de triples enlaces.

Cg es el llamado término de simetria y su valor depende de la diversidad de elementos
presentes en la molécula 'y se calcula como:

Cg =E log:E - Y Ejlogy E; (IT1.13)

siendo E el numero total de 4tomos no hidrogenados y E; el nimero de 4tomos del elemento ;.

7. Analisis de la expresion del ARNm de los receptores CB

7.1. Extraccion de ARNm

Las muestras de tejido auricular (orejuela derecha) que se obtuvieron de los pacientes que
fueron sometidos a cirugia cardiaca se congelaron inmediatamente en nitrogeno liquido y
fueron almacenadas a -80 °C antes de su procesamiento. Una vez recopiladas todas las
muestras (n=7 RS y n=7 FA), primero se homogeneizaron (homogeneizador Ultra Turrax T18
IKA, Staufen, Alemania) y después se extrajo el ARN mensajero (ARNm) total mediante el
kit RNeasy midi kit (Qiagen, Valencia, California, EE.UU.). La cantidad ARNm se cuantifico
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por fotometria (A= 260 nm) y la pureza se verifico usando el ratio 260/280 al medir las

muestras en el Nano-Drop 2000 (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, EE.UU).

7.2. Identificacion de receptores CB en muestras auriculares humanas

La determinaciéon de la presencia de los receptores CB1, CB2 y GPRS5S5 se realizd
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (Reverse
transcription polymerase chain reaction, RT-PCR) utilizando el kit OneStep RT-PCR
(Qiagen) y un termociclador (Mastercycler pro; Eppendorf, Alemania).

Los cebadores (primers) sentido (forward, Fw) y antisentido (reverse, Rv) especificos
para los receptores CB y para la PKCa, utilizada como control interno, se disefiaron a partir
de las secuencias genéticas obtenidas de GenBank DNA sequences database (Tabla I11.3) y
fueron sintetizados por Roche Diagnostics via TIB-MOLBIOL (Berlin, Alemania). La
temperatura de hibridacion fue de 55°C y las temperaturas de fusion (Theoretical primer
melting temperature, Tm) para cada cebador especifico aparecen reflejadas en la tabla II1.3.

Los experimentos de RT-PCR se realizaron al menos tres veces para cada muestra

partiendo de 0.5 pg de RNAm total.

. L, Tm . L, Tm
Receptor Primer Fw 5" —3 “C) Primer Rv 3'—5§ °C)

CB1 AAGACCCTGGTCCTGATCCT | 56.6 | CGCAGGTCCTTACTCCTCAG | 56.8

CB2 TAGACACGGACCCCCTTTTG | 56.6 | TTCTCCCAAGTCCCTCATTG | 55.6

GPRS5 | AAGAACCCACAGACCAGGTG | 57.2 | CTCTGCCCAAGACACTCTCC | 56.5

PKCa CCTTAGGCGAGTGTGGTGA | 56.5 | CTTCTCTGGCTCCTTCCTGA | 55.6

Tabla II1.3. Secuencias de los primers usados en la PCR.

La PCR se realizd en las siguientes condiciones: 1 ciclo de 30 min a 50°C
(retrotranscripcion), 1 ciclo de 15 min a 95°C (activacion de la polimerasa), 40 ciclos
compuestos cada uno por tres pasos: 1 min a 94°C para la desnaturalizacion del ADN, 1 min a
55°C para el proceso de hibridacién y 1 min a 72°C para la elongacion. Por ultimo y tras un
ultimo paso de extension a 72°C durante 10 min, los productos de la PCR fueron separados en
geles de agarosa al 1.8% que contenian 0.5 ng/mL de bromuro de etidio. La cuantificacion

densitométrica se realiz6 utilizando un revelador Kodak 1500 Gel Logic y su programa de
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analisis (Eastman Kodak, Rochester, NY, EE.UU.) tomando la intensidad de la banda cémo

pardmetro comparativo.
7.3. Cuantificacion de la expresion de receptores CB en muestras auriculares humanas

La cantidad de ADN presente en las muestras obtenidas de pacientes en RS y con FA se
determindé mediante PCR cuantitativa (qPCR). Los cebadores necesarios para la
determinacion por qPCR de los receptores CB, la enzima ADN polimerasa (AmpliTaq Gold®
DNA Polymerase, Applied Biosystems, Foster City, California, EE.UU), asi como la sonda
fluorescente TagMan® (contiene una sonda “reporter” en el extremo 5” de un oligonucledtido
y una sonda “quencher” en el extremo 3") fueron sintetizados por Applied Biosystems. Se
utilizo el gen constitutivo ARN ribosémico (ARNr) 18S como control interno. La qPCR fue
llevada a cabo en el servicio de gendmica del Instituto de Investigaciones Biomédicas (CSIC)
utilizando el equipo 7900HT Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems) en las
siguientes condiciones: 1 ciclo de 10 minutos a 95°C (activacion de la polimerasa) y 40 ciclos
compuestos por dos pasos cada uno de ellos: uno de 15 segundos a 95 °C (desnaturalizacion)
y otro de 1 min a 60°C (hibridacion y elongacion).

El analisis de los resultados de la qPCR se realizé con el software Real Time PCR SDS
2.2.2 (Applied Biosystems) por triplicado y se utiliz6 el método de la comparacion de los
valores del ciclo limite critico (Ct, ciclo umbral en el que la fluorescencia de la muestra se

hace detectable por encima del fondo) que se define como:

_AACt
2 (11.14)

siendo AACt = ACt muestra referencia — ACt muestra estudio y ACt = Ct muestras — Ct
control endogeno.

En nuestro caso se calcularon los valores de ACt del receptor CB1, CB2 y GPRS5S5,
normalizando sus valores al de los Ct del control endégeno (ARNr 18S), de las muestras de
pacientes con FAc (muestra estudio) respecto a los ACt de los mismos receptores en muestras

de pacientes en RS (muestra referencia).
8. Analisis estadistico de los resultados.

En cada serie homogénea de experimentos se calculd la media, la desviacion estandar

(DE) y el error estandar de la media (EEM). Los datos que aparecen en las distintas tablas y
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representaciones graficas de esta Tesis Doctoral se han expresado como la media=EEM para
un determinado niimero (n) de experimentos.

Los datos obtenidos tras la exposicion a los distintos compuestos fueron comparados con
aquellos obtenidos en situacion control. Las comparaciones realizadas a un Unico voltaje
fueron llevadas a cabo mediante la prueba ¢ de Student. Para analizar el bloqueo a distintos
voltajes, a diferentes concentraciones de los compuestos ensayados y para comparar
resultados entre mds de dos grupos de experimentos se utilizd6 un andlisis de la varianza
(ANOVA) de una via, seguido de un test de Newman-Keuls. Se consideraron como
significativas aquellas diferencias para las que el valor de P result6 ser menor de 0.05.

Para la realizacion del andlisis estadistico y la composicion de las figuras de esta Tesis
Doctoral se emplearon la aplicacion CLAMPFIT del paquete informatico PCLAMP (v9.0 y
v10.0) (Molecular Devices), las aplicaciones Excel y PowerPoint del paquete informéatico
Microsoft Office 2000 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, EE.UU.) y el programa Prism
(v3.0 y v4.0) (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EE.UU.).
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Resultados

Los resultados de la presente Tesis Doctoral se han dividido en dos apartados. En el
primero de ellos se describen los efectos directos de diferentes endocannabinoides y
etanolamidas con actividad cannabinomimética sobre los canales Kv4.3+KChIP2a cardiacos
humanos expresados de forma estable en células CHO, asi como de los acidos grasos
correspondientes a cada una de las etanolamidas. En el segundo apartado, se describen los
efectos de los cannabinoides sobre la lxy43 mediados por la activacion de los receptores CB1

y GPRS55, asi como las vias de sefializacion responsables de los mismos.

1. Caracteristicas electrofisiologicas de la Iky43

Las caracteristicas funcionales de los canales Kv4.3 expresados en células de mamifero se
corresponden con bastante fidelidad, aunque no en su totalidad, con las de la corriente |y,
registrada en células nativas (Dixon y cols., 1996, Caballero y cols., 2004a; Nerbonne y Kass,
2005; Goémez y cols., 2008; Caballero y cols., 2010a).

En nuestros experimentos, hemos utilizado células que expresan de forma estable el
ADNCc que codifica la expresion del canal Kv4.3 y la subunidad auxiliar KChIP2a. Estas dos
proteinas integran los canales que generan la ly,; en los miocitos cardiacos humanos (An y
cols., 2000; Kuo y cols., 2001; Rosati y cols., 2001; Gémez y cols., 2008; Caballero y cols.,
2010a), aunque otras proteinas pueden participar también en la corriente generada en las
células nativas (Delpon y cols., 2008).

En la figura IV.1A, se muestra un familia de trazos de lxy43 obtenidos al aplicar el
protocolo de doble pulso que se muestra en la parte superior de la figura y que consistia en un
primer pulso de 250 ms de duracion desde -80 mV hasta potenciales comprendidos entre -90
y +50 mV, en incrementos de 10 mV, seguido de un pulso test de 250 ms de duracién a +50
mV. A potenciales mas positivos de -30 mV se registraba una corriente cuya amplitud
aumentaba segun el pulso despolarizante era mas positivo, hasta alcanzar un valor maximo de
2464+172 pA (n=42) a +50 mV. Por el contrario, al aplicar el segundo pulso o pulso test,
registrabamos una corriente cuya amplitud era tanto mayor cuanto mas negativo era el
potencial del pulso previo, ya que a potenciales negativos, es mayor la fraccion de canales

disponibles para ser activados.
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Figura IV.1. Caracteristicas electrofisiolégicas de la corriente generada por los canales Kv4.3+KChIP2a.
(A) Trazos de lgy4 3 registrados tras aplicar un primer pulso de 250 ms desde un potencial de fijacion de -80 mV
hasta potenciales comprendidos entre -90 y +50 mV, seguido de un segundo pulso o pulso test de 250 ms a +50
mV. (B) Ajuste monoexponencial del tramo inicial del trazo de corriente a +50 mV. (C) Ajuste biexponencial de
la caida de la corriente a +50 mV. En A y C, la linea discontinua indica el nivel de corriente cero.

La Igys3 generada en respuesta a un pulso despolarizante aumenta rapidamente hasta
llegar a un méximo de corriente como consecuencia del paso del canal desde el estado cerrado
al abierto (activacion). Para analizar la cinética de activacion se ajustdé una funcidn
monoexponencial a la fase de ascenso de los trazos de la corriente, lo que nos permitid
obtener la constante de tiempo de activacion (tae) que resultd ser de 0.9+0.1 ms a +50 mV
(n=42) (Figura IV.1B). Una vez alcanzado el maximo de corriente, la amplitud de la lxys3
disminuye répida y completamente durante la aplicacion del pulso despolarizante debido al
paso de los canales desde el estado abierto al inactivo (inactivacion). El ajuste de una funcion
biexponencial (Ecuacion I11.2) a la fase de caida de los trazos de la corriente registrada a +50
mV permiti6 obtener dos constantes de tiempo de inactivacion, una rapida (1) de 27.0£6.3 ms

y otra lenta (1)) de 95.6+ 12.1ms (n=42) (Figura IV.1C).
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2. Efectos directos de los endocannabinoides y analogos de cannabinoides sobre los

canales Kv4.3 +KChIP2a

2.1. Efectos de 1a AEA y la MetAEA sobre los canales Kv4.3+KChIP2a

La AEA es un endocannabinoide que se hidroliza a etanolamina y AA por la accion de la
enzima intracelular FAAH. La formacion de AA puede ser el punto de partida de la formacion
de diversos compuestos derivados de este acido graso con funciones bioldgicas multiples
(Guindon y Hohmann, 2008). Para comprobar que los efectos observados en presencia de
AEA se debian a este compuesto y no a algin producto de su degradacion, en todos los
grupos de experimentos se compararon los efectos de la AEA con los de su andlogo no
hidrolizable, la MetAEA.

En la figura IV.2A y B se representan trazos de lxy43 obtenidos al aplicar pulsos de 250
ms de duracion desde un potencial de fijacion de —80 mV hasta +50 mV en situacion control y
en presencia de AEA (A) y de su andlogo MetAEA (B), a la concentracion de 1 uM. La AEA
1 uM disminuy6 la amplitud del pico de corriente en un 37.5+6.3% (n=5, P<0.05 vs. control).
La MetAEA producia efectos muy similares a los observados con la AEA, de tal forma que

reducia la amplitud del pico de la Ixy43 en un 47.5£2.9% (P>0.05 vs. AEA).

+50 mV
-80 mV
A B
<— Control <— Control
AEA 1 uM < MetAEA 1 UM
< c
- d T — — ~
100 ms 100 ms

Figura IV.2. Efectos de la AEA y la MetAEA sobre la l,43. Trazos de corriente Iy, ; registrados tras aplicar
pulsos de 250 ms desde -80 hasta +50 mV en ausencia y presencia de AEA (A) y MetAEA (B) a la
concentracion de 1 uM. Las lineas discontinuas representan el nivel de corriente cero.

El curso temporal de la aparicion de la inhibicion de la lxys3 producido por la AEA fue
lento ya que el bloqueo alcanzaba el estado estable a los 12 min. Ademas, el efecto no se

revertia completamente al perfundir las células con solucion carente de compuesto
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(1aga/lcontro=0.63£0.006 después de mas de 20 min de lavado de la AEA). La figura IV.3
muestra el curso temporal de aparicion y desaparicion del bloqueo producido por la AEA a la

concentracion de 1 uM. Idénticos resultados se obtuvieron con la MetAEA.

AEA 1 uM

|

Ikva.3 Normalizada

Tiempo (min)

Figura 1V.3. Efecto de la AEA sobre la lg,y3 en funcién del tiempo. Curso temporal de aparicion y
desaparicion del bloqueo producido por la AEA a la concentracion de 1 uM. Los circulos negros representan la
Qw43 a £50 mV en funcidon del tiempo en ausencia de los endocannabinoides. Los circulos blancos representan
la Qgy43 normalizada durante los registros en situacion control, después de la perfusion con 1 pM de AEA vy,
finalmente después del lavado con solucion carente de AEA. Cada punto representa la mediatEEM de > 4
experimentos.

Como se muestra en la figura IV.4, la AEA aceler6 el curso temporal de la inactivacion,
disminuyendo significativamente los valores de 1. y de 1) hasta 3.7+0.7 ms y 53.9+10.6 ms
(P<0.05 vs. control), respectivamente (Figuras [V.4A y B) lo cual sugiere que bloqueaba el
estado abierto del canal. La MetAEA producia efectos muy similares a los observados con la
AEA, de tal forma que disminuia significativamente los valores de las constantes 1, y 11 (n=5,

P<0.05 vs. control) (Figuras IV.4A y B).
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Figura IV.4. Efectos de los endocannabinoides sobre la cinética de la inactivacion del canal
Kv4.3+KChIP2a. (A) Ajuste biexponencial (en rojo) sobre los trazos de la corriente (en negro) a +50 mV en
condiciones control y en presencia de AEA. La linea discontinua indica el nivel de corriente cero. (B y C)
Constantes de tiempo de los componentes rapido (t, B) y lento (t;, C) de la inactivacion obtenidos tras ajustar una
funcion biexponencial a los trazos de corriente a +50 mV en condiciones control y en presencia de AEA y
MetAEA (1 uM). Cada barra representa la media=EEM de 5 experimentos. *P <0.05 vs. control.

Ambos compuestos producian una significativa aceleracion de la inactivacion, por lo que
la disminucion de la amplitud del pico de corriente no era un indice valido para representar
adecuadamente el grado de inhibicion en estado estacionario. Por tanto, para una mejor
caracterizacion del bloqueo en estado estable, se utilizd como indice del mismo la
disminucién de la carga total que atravesaba la membrana a través de los canales
Kv4.3+KChIP2a durante el pulso de 250 ms a +50 mV (Qky43), calculada como la integral
del area bajo los trazos de corriente a dicho potencial de membrana. De esta manera la AEA y
la MetAEA, a la concentracion de 1 uM, reducian la Qkys43 2 + 50 mV en un 65.8£3.5% y un
70.0+3.2%, respectivamente (P<0.05 vs. control).

Las figuras IV.5A y B muestran las relaciones carga-voltaje (Q-V) en situacion control y
en presencia de AEA (1 uM) y MetAEA (1 uM), respectivamente, obtenidas al representar la
Qkvas en funcidn del potencial de membrana. La AEA y la MetAEA reducian la Qgyss de
forma significativa a potenciales mas positivos de -10 mV. Los cuadrados blancos representan

los valores de carga relativa (cociente de la Qgy43 en presencia y en ausencia de los diferentes
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compuestos [Qcomp/Qc] representados) en funcién del potencial de membrana. Se puede
observar que el bloqueo aparecia a potenciales de membrana entre -20 y 0 mV coincidiendo
con los potenciales a los que se produce la apertura de los canales Kv4.3+KChIP2a, lo que

sugiere que los compuestos se unen al canal cuando éste pasa al estado abierto.

A B
r1.0 r1.0
200 1504

| ~@Control 08 O | ~®Control 0.8 é)
%_ 1501 -O-AEA1 uM % L > o 100- -O-MetAEA 1 uM L %
g Los 2. 2 F06 [
2 100 -2 i =
S ] 0.4 © > 04 O
h'4 I _ X 504 I 9]
o 50 o2 8 O 0.2 T

0- T v T '* T v T v 1-0.0 0- v T '* T v T v l-oo

90 -70 -50 -30 -10 10 30 50 90 -70 -50 -30 -10 10 30 50
Potencial de membrana (mV) Potencial de membrana (mV)

Figura IV.5. Efectos de la AEA y la MetAEA sobre la lk,,;. Relaciones carga-voltaje en ausencia y en
presencia de AEA (A) y MetAEA (B) a la concentracion de 1 uM. Los cuadrados blancos representan la carga
relativa resultado del calculo del cociente entre la carga en presencia de cada uno de los compuestos y la carga
en situacion control. Cada punto representa la media+EEM de 5 experimentos. *P <0.05 vs. control.

La figura IV.6 muestra las curvas concentracion-respuesta obtenidas al representar la

disminucion de la Qg3 a +50 mV en funcion de las distintas concentraciones de compuesto

estudiadas (1 nM-10 uM).
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Figura IV.6. Curvas concentracion-respuesta para la AEA y MetAEA. Reduccion de la carga total que
atraviesa la membrana a través de los canales Kv4.3+KChIP2a a +50 mV en funcion de la concentracion de
AEA (negro) y de MetAEA (gris). Las lineas continuas representan el ajuste de la ecuacion de Hill a los datos
experimentales. Cada punto representa la media+tEEM de > 4 experimentos.
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Ajustando la ecuacion de Hill a los datos (Ecuacion I11.6) y fijando el ny a 1 y el efecto
maximo al 100%, se obtuvieron los valores de Clso para la AEA (0.4+£0.01 uM) y para la
MetAEA (0.5+£0.02 uM). Como se puede observar, la potencia de la AEA y de la MetAEA

para bloquear los canales Kv4.3+KChIP2a es muy similar, lo que sugiere que los efectos
observados con AEA son atribuibles a dicho endocannabinoide y no a sus productos de
degradacion.

Para analizar en mayor profundidad la interaccion de la AEA con los canales
Kv4.3+KChIP2a, se estudiaron sus efectos sobre la dependencia de voltaje de la activacion y
de la inactivacion del canal.

Para estudiar la dependencia de voltaje de la activacion del canal se construyeron las
curvas conductancia-voltaje representando la conductancia frente al potencial de membrana
en situacion control y en presencia de AEA y MetAEA (Figuras IV.7A y B). La conductancia
se calcul6 utilizando la Ecuacion I11.3, corrigiendo la amplitud de la corriente a los cambios
de la fuerza electromotriz. Para calcular los valores del punto medio (Vi) y de la pendiente
(k) de la curva de activacion se ajust6 una funcion de Boltzmann (Ecuacion I11.1) a los datos
experimentales en situacion control y en presencia de AEA y MetAEA. La reduccién de la
conductancia que produjo la AEA y la MetAEA era estadisticamente significativa a
potenciales comprendidos entre +10 y +50 mV, sin embargo ninguno de los compuestos

desplazaba significativamente la curva de activacion lo que indicaba que no modifica la

dependencia de voltaje del proceso.
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Figura IV.7. Efectos de la AEA y la MetAEA sobre la dependencia de voltaje de la activacion de la ly,.
Curvas de activacion de los canales Kv4.3+KChIP2a en ausencia y en presencia de AEA (A) y MetAEA (B) a
la concentracion de 1 pM. Las lineas continuas representan el ajuste de una ecuacion de Boltzmann a los datos
experimentales. Las lineas discontinuas representan las curvas de activacion en presencia de cada compuesto

normalizadas respecto a la amplitud control. Cada punto representa la media=EEM de 5 experimentos. *P <0.05
vs. control.
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Para analizar la dependencia de voltaje de la inactivacion de los canales Kv4.3+KChIP2a
se construyeron las llamadas curvas de inactivacion. En la figura IV.8 se muestra una familia
de trazos de lky43 en situacion control (Panel A) y en presencia de AEA 1uM (Panel B)
obtenidos al aplicar el protocolo de doble pulso que se muestra en la parte superior de la
figura. Las curvas de inactivacion (Figuras IV.8C y D) se construyeron representando la
amplitud de la corriente obtenida con el pulso test a +50 mV frente al potencial de membrana
del pulso precedente en ausencia y en presencia de AEA (C) y MetAEA (D). El ajuste de una
funcion de Boltzmann (Ecuacion III.1) a los datos experimentales permitio calcular los
valores los valores de V}, y de k de la curva de inactivacion en situacion control y en presencia
de cada compuesto. Como se puede observar, tanto la AEA como la MetAEA disminuyeron
de forma significativa la Igy43 registada a +50 mV tras la aplicacion de los pulsos previos
comprendidos entre -90 y -30 mV. Ademads, la AEA (Figura IV.8A) y la MetAEA (Figura
IV.8B) modificaron la dependencia de voltaje de la inactivacion, desplazando
significativamente la curva de inactivacion a potenciales mas negativos, siendo los valores de
Vj en situacion control y en presencia de AEA de -23.8+4.4 y -44.1+£6.0 mV, respectivamente
(n=5, P<0.05) (Tabla IV.1). Sin embargo, el valor de k no se vio modificado en ningin caso
(n=5, P>0.05) (Tabla IV.1). Los cuadrados blancos representan el cociente de la amplitud de
la corriente registrada en presencia y en ausencia de AEA (panel C) y MetAEA (panel D) en
funcion del potencial de membrana. Los datos demuestran que el bloqueo aumentaba
significativamente en el rango de potenciales en los que se produce la inactivacion del canal y
sugieren que la inactivacion de los canales Kv4.3+KChIP2a también aumentaba la afinidad de

los endocannabinoides por los mismos.
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Figura IV.8. Efectos de la AEA y la MetAEA sobre la dependencia de voltaje de la inactivacion de la ly43.
(A y B) Familia de trazos de lx,4; registrados en células CHO tras aplicar un primer pulso de 250 ms desde un
potencial de fijacion de -80 mV hasta potenciales comprendidos entre -90 y +50 mV, seguido de un pulso test de
250 ms a +50 mV en ausencia (A) y en presencia de AEA 1 uM (B). (C y D) Curvas de inactivacion de los
canales Kv4.3+KChIP2a en ausencia y en presencia de AEA (C) y MetAEA (D) a la concentracion de 1 uM. Las
lineas continuas representan el ajuste de una ecuacion de Boltzmann a los datos experimentales. Las lineas
discontinuas representan las curvas de inactivacion en presencia de cada compuesto normalizadas respecto a la
amplitud control. Los cuadrados representan la corriente relativa. Cada punto representa la mediaxEEM de 5
experimentos. *P <0.05 vs. control. #P <0.05 vs. datos obtenidos a -90 mV.

Compuestos Vh. inact (mV) K inact
(1 pM) Control Compuesto Control Compuesto
AEA -23.8+4.4 -44.1+6.0* 4.9+0.1 4.8+0.4
MetAEA -19.4+1.0 -33.8+1.5% 4.1+0.1 3.8+0.1

Tabla IV.1. Efectos sobre la dependencia de voltaje de la inactivacion de la lg,43. V,, y K son los valores de
los puntos medios y las pendientes, respectivamente, obtenidos mediante el ajuste de una ecuacion de Boltzmann
a las curvas de inactivacién en situacion control y en presencia de AEA y MetAEA. Los datos representan la
media+EEM de 5 experimentos. *P <0.05 vs. control.
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2.1.1. Posible implicacion de los receptores CB en los efectos de la AEA sobre la Iky43

Se habia descrito con anterioridad que las células CHO no expresan de forma enddgena
receptores CB en su membrana (Gémez del Pulgar y cols., 2000), lo que hace poco probable
que la estimulacion de alguno de esos receptores participe en los efectos de la AEA o de la
MetAEA sobre la lxys3. A pesar de ello, para confirmar que los efectos que acabamos de
describir eran independientes de la activacion de los receptores CB1 y/o CB2, estudiamos los
efectos de la AEA en presencia de RMB (100 nM) y AM630 (1 uM), antagonistas selectivos
de los receptores CB1 y CB2, respectivamente.

Los resultados demuestran que en estas condiciones la inhibicion producida por la AEA
(67.844.3%) no era diferente de la producida en ausencia de los dos antagonistas (n=4,
P>0.05 vs. 65.8+3.5%) (Figura IV.9). Més aln, en presencia de RMB y de AM630, la AEA
también acelera el proceso de inactivacion disminuyendo significativamente la 1, y la 7
(3.7£0.7 vs. 4.6£0.4 y 53.9£10.6 vs. 53.149.6, respectivamente, n=4, P>0.05).

Por tanto, podemos asumir que los efectos anteriormente descritos de la AEA sobre la

Ixv4.3 no estdn mediados por la activacion de receptores CB1 o CB2.

+50 mV

-80 mV I

—— Control
RMB 100 nM + AM630 1uM
—— RMB+AM630+AEA 1 uM

<
o
2]

Figura IV.9. Efectos de la AEA sobre la lk,4; en presencia de antagonistas de receptores CB. Trazos de
Ixva3 registrados tras aplicar pulsos de 250 ms a +50 mV en condiciones control y tras la perfusion de
RMB+AMG630 en ausencia y en presencia de AEA (1 uM). La linea discontinua representa el nivel de corriente
cero.
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2.2. Efectos del 2-AG y del LPI sobre los canales Kv4.3+KChIP2a

Se estudiaron a continuacion los efectos del 2-AG sobre los canales Kv4.3+KChIP2a ya
que este compuesto, segin algunos autores, podria ser el verdadero agonista endogeno de los
receptores CB (Stella y cols., 1997; Sugiura y cols., 2006; Di Marzo y Maccarrone, 2008). De
hecho, la actividad intrinseca del 2-AG al unirse con los receptores CB1 y CB2 es mayor que
la de la AEA (Pertwee, 1999), sus niveles plasmaticos son mayores (Sugiura y Waku, 2000),
y se comporta como agonista total frente a CB1 y CB2 (Gonsiorek y cols., 2000 Savinainen y
cols., 2001). Ademads, también se estudiaron los efectos del LPI por ser uno de los
fosfolipidos endogenos propuesto como ligando para el receptor GPR55 (Oka y cols., 2007;
Ryberg y cols., 2007).

En la figura IV.10 se representan trazos de lky43 obtenidos al aplicar el protocolo que se
muestra en la parte superior de la figura, en situacion control y en presencia de 2-AG (Panel
A) y LPI (Panel B), a la concentracion de 1 uM. El 2-AG producia efectos similares a los
observados con la AEA, de tal forma que reducia la amplitud del pico de la lkyw3 en un
38.04+5.2% (n=5, P<0.05 vs. control) (Figura IV.10A). Por su parte, el LPI se comportd como
un bloqueante de los canales Kv4.3+KChIP2a mucho menos potente de tal forma que
disminuia discretamente el pico de la corriente registrada a +50 mV (6.2+2.0%, n=5, P>0.05

vs. control).

+50 mV

-80 mV_|

<— Control <— Control

2-AG 1 M

1 nA
1 nA

100 ms 100 ms

Figura IV.10. Efectos del 2-AG y del LPI sobre la l,,3. Trazos de corriente registrados tras aplicar pulsos de
250 ms desde -80 hasta +50 mV en ausencia y presencia de 2-AG (A) y LPI (B) a la concentraciéon de 1 uM. Las
lineas discontinuas representan el nivel de corriente cero.
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Como ocurria en el caso de la AEA y de la MetAEA, el curso temporal de la aparicion de
la inhibicion de la Igy4 3 producida por el 2-AG y por el LPI fue lento y el efecto no se revertia
por completo al perfundir las células con solucion carente de compuesto.

Ademas, el 2-AG aceleraba la inactivacion del canal de forma significativa (n=5, P<0.05
vs. control) (Figura IV. 10A y IV.11). En este caso también se calcul6 la reduccion en la
Qkva3 para una mejor caracterizacion del bloqueo en estado estable, que fue un 81.6£1.6% a
+50 mV (n=5, P<0.05 vs. control). Aunque el LPI no modifico significativamente el curso
temporal de la inactivacion (n=5, P>0.05 vs. control) (Figuras IV.10B y IV.11) se calculd
también la reduccion de la Qgysa3 a +50 mV producida por este compuesto que fue del

20.8+4.9% (n=5, P>0.05 vs. control).
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Figura 1IV.11. Efectos de los endocannabinoides sobre la cinética de la inactivacion del canal
Kv4.3+KChIP2a. Constantes de tiempo de los componentes rapido (t,, A) y lento (7, B) de la inactivacion
obtenidos tras ajustar una funcion biexponencial a los trazos de corriente a +50 mV en condiciones control y en

presencia de los diferentes compuestos (1 uM). Cada barra representa la mediatEEM de 5 experimentos. *P
<0.05 vs. control.

Las figuras IV.12A y B muestran las relaciones Q-V en situacion control y en presencia
de 2-AG y LPI, respectivamente. El 2-AG reducia la Qg3 de forma significativa a
potenciales entre 0 y +50 mV, mientras que la reduccién producida por el LPI de la Qgys3 no
alcanzaba significacion estadistica a ningiin potencial. Se calcularon los valores de carga
relativa (Qcomp/Qc, cuadrados blancos), a los diferentes valores de potencial de membrana.
Al igual que ocurria con la AEA, el bloqueo que producia el 2-AG aparecia a potenciales de
membrana que coinciden con los potenciales a los que se produce la apertura de los canales

Kv4.3+KChIP2a (entre -20 y 0 mV), lo que sugiere que el 2-AG se une al canal cuando éste

pasa al estado abierto.
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Figura IV.12. Efectos del 2-AG y del LPI sobre la lk43. Relaciones carga-voltaje en ausencia y en presencia
de 2-AG (A) y LPI (B) a la concentracion de 1 puM. Los cuadrados blancos representan la carga relativa
resultado del célculo del cociente entre la carga en presencia de cada uno de los compuestos y la carga en
situacion control. Cada punto representa la media+EEM de 5 experimentos. *P <0.05 vs. control.

La figura IV.13 muestra las curvas concentracion-respuesta obtenidas al representar la
disminucién de la Qg3 a +50 mV en funcion de las distintas concentraciones de compuesto
estudiadas (1 nM-10 uM). De los ajustes de la ecuacion de Hill a los datos (Ecuacion I11.6) se
obtuvieron los valores de Clsg para el 2-AG (0.3£0.01 uM) y para el LPI (8.0£0.9 uM). Se
puede observar que el 2-AG es mas potente que el LPI como bloqueante de los canales

Kv4.3+KChIP2a.
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Figura IV.13. Curvas concentracién-respuesta para el 2-AG y el LPI. Reduccion de la carga total que
atraviesa la membrana a través de los canales Kv4.3+KChIP2a a +50 mV en funcion de la concentracion de 2-
AG (negro) y de LPI (gris). Las lineas continuas representan el ajuste de la ecuaciéon de Hill a los datos
experimentales. Cada punto representa la media+tEEM de > 4 experimentos.
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A continuacion se estudiaron los efectos del 2-AG y del LPI sobre la dependencia de
voltaje de la inactivacion del canal. En la figura IV.14 se muestran las curvas de inactivacion
de los canales Kv4.3+KChIP2a en ausencia y en presencia de 2-AG (Panel A) y de LPI (Panel
B), a la concentracion de 1 uM. El 2-AG desplazo significativamente la curva de inactivacion
hacia potenciales mas negativos, siendo los valores de V} en situacién control y en presencia
de 2-AG de -16.8+1.3 y -28.7+0.1 mV, respectivamente (n=5, P<0.05) (Tabla 1V.2). Sin
embargo, el valor de k no se vio modificado de forma significativa. Por el contrario, el LPI no
modificé la dependencia de voltaje de la inactivacion. Como puede observarse el 2-AG, pero
no el LPI, reducia la amplitud de la Igy43 registada a +50 mV tras la aplicacion de los pulsos
previos comprendidos entre -90 y -20 mV. Los cuadrados blancos representan el cociente de
la amplitud de la corriente registrada en presencia y en ausencia de los diferentes compuestos
[lcomp/lc] en funcién del potencial de membrana. Al igual que ocurria con la AEA, el
aumento del bloqueo que produce el 2-AG en el rango de potenciales en los que se produce la
inactivacion del canal, sugiere que la inactivacion de los canales Kv4.3 también aumenta la

afinidad del 2-AG por los mismos.
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Figura IV.14. Efectos del 2-AG y del LPI sobre la dependencia de voltaje de la inactivacion de la lk.43.
Curvas de inactivacion de los canales Kv4.3 en ausencia y en presencia de 2-AG (A) y LPI (B) a la
concentracion de 1 uM. Las lineas continuas representan el ajuste de una ecuacion de Boltzmann a los datos
experimentales. Las lineas discontinuas representan las curvas de inactivacion en presencia de cada compuesto
normalizadas respecto a la amplitud control. Los cuadrados representan la corriente relativa. Cada punto
representa la media+EEM de 5 experimentos. *P <0.05 vs. control. #P <0.05 vs. datos obtenidos a -90 mV.

Compuestos Vh inact (MV) K inact
1 pM) Control Compuesto Control Compuesto
2-AG -16.8+1.3 -28.7+0.1%* 4.3+1.1 4.4+0.9
LPI -14.8+1.3 -15.7£2.3 4.2+0.2 4.0£0.1

Tabla IV.2. Efectos sobre la dependencia de voltaje de la inactivacion de la lg,43. Vi, y K son los valores de
los puntos medios y las pendientes, respectivamente, obtenidos mediante el ajuste de una ecuacion de Boltzmann
a las curvas de inactivacion. Los datos representan la media+EEM de 5 experimentos. *P <0.05 vs. control.
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2.3. Efectos de la OEA, la SEA y la PEA sobre los canales Kv4.3+KChIP2a

En este grupo de experimentos se estudiaron los efectos de otras etanolamidas (OEA, SEA
y PEA) propuestas como analogos de cannabinoides o compuestos cannabinomiméticos.
Estos compuestos presentan actividades biologicas similares a los cannabinoides pero se unen
con mucha menor afinidad a los receptores CB (Ryberg y cols., 2007; Di Marzo y cols., 2001;
Smart y cols., 2002; Maccarrone y cols., 2002; Hansen 2010).

En la figura IV.15 se representan trazos de lxy43 obtenidos al aplicar pulsos de 250 ms de
duracion desde un potencial de fijacion de —80 mV hasta +50 mV en situacion control y en
presencia de OEA, SEA y PEA a la concentraciéon de 1 uM. La OEA reducia de forma
significativa el pico de corriente registrada a +50 mV (28.81£7.6%) y aceleraba, ademas, el
curso temporal de la inactivacion (Figura IV.16), siendo la reduccion de la Qgya3 de un
43.5+£7.6% (n=5, P<0.05 vs. control a +50 mV) (Figura IV.13A). Por su parte la SEA y la
PEA reducian discretamente el pico de corriente registrada a +50 mV (12.6+3.5% vy
7.61£2.0%, respectivamente) sin modificar el curso temporal de la inactivacion (n=5, P>0.05

vs. control) (Figuras IV.15By Cy IV.16).

+50 mV

<— Control <— Control

1nA

0.5 nA

100 ms 100 ms 100 ms

Figura IV.15. Efectos de 1a OEA, la SEA y la PEA sobre la lk,43. Trazos de corriente registrados tras aplicar
pulsos de 250 ms desde -80 hasta +50 mV en ausencia y presencia de OEA (A), SEA (B) y PEA (C) a la
concentracion de 1 uM. Las lineas discontinuas representan el nivel de corriente cero.
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Figura IV.16. Efectos de las etanolamidas sobre la cinética de la inactivacion del canal Kv4.3+KChIP2a.
Constantes de tiempo del componente rapido de la inactivacion (t,) obtenidos tras ajustar a una funcion
exponencial los trazos de corriente en condiciones control y en presencia de las etanolamidas estudiados. Cada
barra representa la media=EEM de > 4 experimentos. *P <0.05 vs. control.

Al igual que para los compuestos anteriores, se representaron las curvas Q-V (Figura
IV.17A-C) y las curvas de inactivacion (Figura IV.17D-F) de los canales Kv4.3+KChIP2a en
ausencia y en presencia de las tres etanolamidas, para estudiar los posibles efectos sobre la

dependencia de voltaje de la activacion e inactivacion.
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Figura IV.17. Efectos de las etanolamidas sobre la lk,43. (A-C) Relaciones carga-voltaje en ausencia y en
presencia de OEA (A), SEA (B) y PEA (C) a la concentracion de 1 uM. (D-F) Curvas de inactivacion de los
canales en ausencia y en presencia de OEA (D), SEA (E) y PEA (F) a la concentracion de 1 uM. Las lineas
continuas representan el ajuste de una ecuacion de Boltzmann a los datos experimentales. Las lineas discontinuas
representan las curvas de inactivacion en presencia de cada compuesto normalizadas respecto a la amplitud
maxima en control. Los cuadrados representan la corriente relativa calculada como el cociente entre la corriente
en presencia de cada compuesto y la corriente en situacion control. Cada punto representa la media=EEM de 5
experimentos. *P <0.05 vs. control.

La OEA reducia la Qg3 a potenciales entre +20 y +50 mV (A) y disminuia
significativamente la amplitud de la corriente registada a +50 mV tras la aplicacién de los
pulsos mas negativos de -10 mV (D). Ademads, como ocurria con la AEA, la OEA desplazaba
la dependencia de voltaje de la inactivacion hacia potenciales mas negativos de forma

significativa sin modificar los valores de k (D) (Tabla IV.3). Por el contrario, la SEA (B) y la
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PEA (C) no reducian significativamente la Qg3 a ningin potencial, ni modificaron la
dependencia de voltaje de la inactivacion (Paneles E y F) (Tabla IV.3). Al igual que en los
casos anteriores, en la figura IV.17 aparece representado mediante cuadrados blancos el
cociente de la amplitud de la corriente registrada en presencia y en ausencia de los diferentes

compuestos [lcomp/lc] en funcién del potencial de membrana.

Compuestos Experimentos Vhinact (MV) K inact (mV)

1 pM) () Control Compuesto Control Compuesto
AEA 5 -23.8+4.4 -44.1+6.0* 4.9+0.1 4.8£0.4
OEA 5 -16.7£2.5 -32.6£6.1%* 4.5+0.1 4.1£0.2
SEA 5 -15.3+0.4 -20.0+1.2 4.4+0.2 4.5+£0.2
PEA 5 -15.243.3 -19.5+£5.0 4.7£1.0 4.5+0.9

Tabla IV.3. Efectos de las etanolamidas estudiadas sobre la dependencia de voltaje de la inactivacién de la
Ikvas. Vi y K son los valores de los puntos medios y las pendientes, respectivamente, obtenidos mediante el ajuste
a una ecuacion de Boltzmann a las curvas de inactivacion. Los datos representan la mediatEEM de >4
experimentos. *P <0.05 vs control.

2.4. Importancia de las subunidades auxiliares sobre los efectos de los

endocannabinoides

Como se ha descrito en la introduccion, los canales que generan la |y, en el miocardio
humano, son complejos macromoleculares formados por la subunidad o Kv4.3 y subunidades
auxiliares como KChIP2 (Nerbonne y Kass, 2005), MiRP2 (Radicke y cols., 2006; Delpon y
cols., 2008) y DPP6 (Radicke y cols., 2005; Niwa y Nerbonne, 2010). Por otro lado, se ha
demostrado que estas subunidades auxiliares modulan los efectos producidos por algunos
4cidos grasos sobre distintos canales de K'. Por ejemplo, los efectos de diferentes acidos
grasos sobre la corriente rectificadora de K de activacion lenta cardiaca (lxs) dependen de la
presencia de la subunidad f minK (codificada por el gen KCNEI) (Doolan y cols., 2002). Por
ello, a continuacion se estudiaron los efectos de la AEA sobre la Ixy43 en presencia de DPP6,
y de MiRP2.

Para la realizacion de este grupo de experimentos, se transfectd transitoriamente en las
células CHO que ya expresaban de forma estable el canal Kv4.3+ KChIP2a, el ADNc que
codificaba para MiRP2 y DPP6. Tal y como se habia descrito previamente (Radicke y cols.,
2008; Delpon y cols., 2008) la presencia de DPP6 acelera, mientras que la presencia de
MiRP2 retrasa la inactivacion de los canales Kv4.3+KChlIP2a (1= 17.1+1.4 y 46.8+3.4 ms,

respectivamente).
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Figura IV.18. Modulacion de los efectos de la AEA sobre la lg,,; por las subunidades MiRP2 y DPP6. (A)
Trazos de corriente registrados a +50 mV generados por canales formados por la coexpresion de las subunidades
Kv4.3+KChIP2a+MiRP2 en ausencia y en presencia de AEA 1 uM. (B) Trazos de corriente registrados a +50
mV generados por canales formados por la coexpresion de las subunidades Kv4.3+KChIP2a+DPP6 en ausencia
y en presencia de AEA 1 uM.

Como se muestra en la figura IV.18 la AEA (1 uM) redujo el pico de la corriente generada
por canales Kv4.3+KChIP2a+MiRP2 (Panel A) y Kv4.3+KChIP2a+DPP6 (Panel B) en un
27.0+£5.0% y un 21.9+£3.1%, respectivamente. Ademads, produjo una aceleracion significativa
de la constante rapida de la inactivacion en ambos casos (4.0£1.0 y 12.6£2.7 ms,
respectivamente, n=5, P<0.05 vs. control). La reduccion de la Qgy43 a +50 mV producida por
la AEA en canales Kv4.3+KChIP2a+MiRP2 y Kv4.3+KChIP2a+DPP6 resulté ser de un
61.42+2.1% y 54.343.6%, respectivamente, disminucion similar a la producida en los canales

Kv4.3+KChIP2a (P>0.05 vs. 65.843.5%).

3. Efectos directos de la AEA sobre la corriente auricular humana I,

Como se ha mencionado previamente, los canales Kv4.3+KChIP2a reproducen la
arquitectura de los canales cardiacos humanos que generan la corriente |y, nativa (An y cols.,
2000; Kuo y cols., 2001; Rosati y cols., 2001). En la figura IV.19 se muestran los trazos de
corriente de salida de K’ registrados en miocitos auriculares humanos disociados
enzimaticamente. En la parte superior de la figura se muestra el protocolo utilizado para el
registro de la Iy, que consistia en un pulso de 250 ms de duracion desde -80 mV hasta +50
mV, tras un prepulso de 25 ms a -30 mV para inactivar la ly,. La corriente registrada en estas

. . . +
condiciones es la suma de, al menos, dos corrientes de K, la li,; y la Ik, que presentan una
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dependencia de voltaje de activacion similar pero con distinta sensibilidad farmacolégica.
Aprovechando esta ultima propiedad, la l,; se registrd6 en presencia de 4-AP, que a la
concentracion de 50 uM inhibe selectivamente la Ik, (Tamargo y cols., 2004). La solucién

externa contenia también nifedipino (1 uM) y atropina (I uM) para inhibir la lc,1 € Ik ach,

respectivamente.
+50 mV
= 0.7x0.
30 mV Tact = 0.7£0.1 ms
-80 mV
T, =23.7£3.1 ms
T) = 143.67+9.6 ms
Control
< lto1 *+ Ikur
g
S I
Q to1
100 ms

Figura IV.19. Caracteristicas de la l,,. l,,; registrada en miocitos auriculares humanos en nuestro laboratorio
tras la aplicacion del protocolo que se muestra en la parte superior de la figura. El trazo negro es la corriente
control (suma de la ly; y la lyy,) y el trazo amarillo es la I, registrada tras la aplicacion de 4-AP 50 uM.

Ademas, para estudiar los efectos directos producidos por la AEA sobre la Iy, registrada
en miocitos auriculares humanos, era preciso antagonizar los receptores CB1 y CB2, por lo
que la solucion externa control también contenia RMB y AM630, antagonistas selectivos de
dichos receptores.

En este grupo de experimentos, en presencia de 4-AP, la adicion simultanea de RMB y de
AM630 disminuy¢ el pico de corriente en un 16.6+4.1% y aceler6 la cinética de la fase rapida
de inactivacion de la I, de forma significativa (desde 37.9+3.8 hasta 21.3+3.1 ms, n=5,
P<0.05), mientras que no modificé la fase lenta de la inactivacion. Estos efectos hacen que se
produzca una disminucion de la carga total que atraviesa la membrana a través de los canales
que generan la l; a +50 mV (Qyo1) de un 31.1£9.4%. En estas condiciones, la AEA a la
concentracion de 1 pM, disminuyd el pico de corriente en un 31.6+4.9 % (Figura IV.20A) y
acelerd la cinética de inactivacion de la |y, disminuyendo los valores tanto de la constante de
tiempo rapida como la lenta (t,=13.5£3.2 ms y t=132.0£32.4 ms, n=5, P<0.05 vs 4-
AP+RMB+AMG630). Como resultado, la AEA redujo la Qi en presencia de los antagonistas
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CB1 y CB2, en un 62.242.5%, reduccion similar a la que producia la AEA de la Qkyas
(65.8+3.5%, P>0.05).

En la figura IV.20B se muestran las relaciones Q-V en ausencia y en presencia de AEA 1
uM, observandose una reduccion significativa de la Qo1 a potenciales mas positivos de +10

mV.

W
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-80 mV —@— 4-AP+RMB+AM630
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Figura IV.20. Efectos de la AEA sobre la ;. (A) Trazos de |, auricular humana registrados a +50 mV en
presencia de 4-AP (50uM), RMB (1 uM) y AM630 (1 uM) con y sin AEA (1 uM). Para registrar la |, se utilizd
un protocolo con un prepulso a -30 mV de 25 ms para inactivar la Iy, seguido de pulsos de 250 ms desde -90
hasta +50 mV). (B) Curvas Q-V para la |, en ausencia y presencia de AEA 1uM. Cada punto representa la
mediatEEM de 5 experimentos. ¥*P<0.05 vs. 4-AP+RMB+AM630.

Los resultados obtenidos en estos experimentos han permitido demostrar que la AEA
inhibe la corriente nativa generada en los miocitos auriculares humanos y que los efectos
sobre ésta son similares a los observados sobre los canales Kv4.3+KChIP2a expresados en

células CHO.

4. Estudio de la relacion de la estructura y de la liposolubilidad de los

endocannabinoides con sus efectos sobre la lky43

La AEA y los analogos de cannabinoides OEA, SEA y PEA estdn formados por una
cadena hidrocarbonada de longitud variable con un grupo etanolamida en uno de sus
extremos. Variaciones en esta estructura general, confiere a estos compuesto una diferente
liposolubilidad. Para poder hacer un andlisis adecuado de la posible relacion

estructura/liposolubilidad-actividad, se estudiaron los efectos sobre la Ikys3 de los éacidos
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grasos a partir de los cuales se sintetizan sus etanolamidas correspondientes [&cido

araquidonico (AA), acido oléico (AO), acido estearico (AS) y 4cido palmitico (AP)].

4.1. Efectos de los acidos grasos AA, AO, AS y AP sobre los canales Kv4.3+KChIP2a

En la figura IV.21 se representan los trazos de lky43 obtenidos al aplicar el protocolo que
se muestra en la parte superior de la figura en presencia y en ausencia de los diferentes 4cidos
grasos estudiados. Solo el AA (Panel A) y el AO (Panel B) produjeron una reduccion
significativa de la amplitud del pico de la corriente (39.6+5.6% y 37.9+5.4%,
respectivamente, n=5, P<0.05 vs. control). Ambos compuestos modificaron el curso temporal
de la inactivacion reduciendo los valores de 1, desde 42.2+6.4 y 27.447.3 ms hasta 10.9+2.6 y
13.4£1.6 ms para el AA y el AO, respectivamente, (n=5, P<0.05) sin modificar los valores
del componente lento de la inactivacion.

Por su parte, el AS (Panel C) y el AP (Panel D) produjeron una ligera reduccion del pico
de corriente a +50 mV (18.1+1.7% y 3.6+0.6%, respectivamente) y no modificaron la cinética
de la inactivacion del canal Kv4.3+KChIP2a (Figura IV.E). Se calculé también, para todos
ellos, la reduccion de la Qgys3 que resultd ser del 73.3+£3.9%, 43.9+9.4%, 30.9+0.8% y
5.4+1.8% para el AA, AO, AS y AP, respectivamente.
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Figura 1V.21. Efectos de los acidos grasos sobre la I, 3. (A-D) Trazos de corriente registrados tras aplicar
pulsos de 250 ms desde -80 hasta +50 mV en ausencia y presencia de AA (A), AO (B), AS (C)y AP (D) ala
concentracion de 1 pM. Las lineas discontinuas representan el nivel de corriente cero. (E) Constantes de tiempo
del componente rapido de la inactivacion (t,) obtenidos tras ajustar a una funcién exponencial los trazos de
corriente en condiciones control y en presencia de los acidos grasos estudiados. Cada barra representa la
media+EEM de > 4 experimentos. *P <0.05 vs. control.

A continuacion se analizaron los efectos de estos cuatro &cidos grasos sobre la
dependencia de voltaje de la inactivacion. Como se puede observar en la figura V.22, solo el
AA (Panel A) y el AO (Panel B) disminuyeron de forma significativa la amplitud de la Iky43
registrada a +50 mV tras la aplicacion de pulsos previos comprendidos entre -90 y -30 mV

(n=5, P <0.05 vs. control).
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Figura IV.22. Efectos del AA, AO, AS y AP sobre la dependencia de voltaje de la lg,43. Curvas de
inactivacion de los canales Kv4.3+KChIP2a en ausencia y en presencia de AA (A), AO (B), AS(C)y AP (D) a
la concentracion de 1 pM. Las lineas continuas representan el ajuste de una ecuacion de Boltzmann a los datos
experimentales. Las lineas discontinuas representan las curvas de inactivacion en presencia de cada compuesto
normalizadas respecto a la amplitud del control. Los cuadrados representan la corriente relativa. Cada punto
representa la media=EEM de > 4 experimentos. *P <0.05 vs. control. #P <0.05 vs. datos obtenidos a -90 mV.

Aquellos acidos grasos que inhibian de forma significativa la amplitud del pico de
corriente y aceleraban el curso temporal de la inactivacion (Figura IV.21E) eran los
compuestos que también modificaban la dependencia de voltaje de la inactivacion,
desplazando la curva hacia potenciales mas negativos. Asi, el AA y el AO desplazaban el
punto medio de la curva de la inactivacion desde -24.4+4.8 hasta -34.4+4.4 mV (n=5, P<0.05)
y desde -21.7+7.2 mV hasta -33.8+5.5 mV (n=5, P<0.05), respectivamente (Figuras IV.22A,
B y Tabla IV.4). Por el contrario el AS y el AP no modificaban la dependencia de voltaje de
la inactivacion de los canales Kv4.3+KChIP2a (Figuras IV.22C, D y Tabla IV 4).
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Compuestos Experimentos Vhinact (MV) K inact (mV)
1 pM) () Control Compuesto Control Compuesto
AA 5 -24.4+4.8 -34.4+4 4% 4.8+0.1 4.4+0.2
AO 5 -21.7£7.2 -33.8+£5.5% 4.4+0.4 4.1+0.4
AS 4 -23.4+42.5 -24.1£2.3 4.8+0.9 4.6+0.3
AP 4 -16.1+£3.5 -17.3+£3.3 4.6+0.3 4.4+0.1

Tabla IV 4. Efectos de los acidos grasos estudiados sobre la dependencia de voltaje de la inactivacion de la
Ikvas. Vi y K son los valores de los puntos medios y las pendientes, respectivamente, obtenidos mediante el ajuste
a una ecuacion de Boltzmann a las curvas de inactivacion. Los datos representan la mediatEEM de >4
experimentos. *P <0.05 vs. control.

4.2. Relacion estructura-actividad

Desde el punto de vista estructural, los endocannabinoides y los andlogos estudiados se
diferencian principalmente en la presencia/ausencia del grupo etanolamida, la longitud de la
cadena hidrocarbonada y la presencia/ausencia de dobles enlaces (Tabla en la Figura IV.23).
Por lo tanto, a continuacidn, se compararon los efectos producidos por la AEA, la OEA, la
SEA y la PEA sobre las caracteristicas electrofisioldgicas de la Iky43 con los que producian
los acidos grasos de los que provienen: el AA, el AO, el ASy el AP.

Para ello, se representaron conjuntamente las curvas concentracion-respuesta (Figura
IV.23). Del ajuste de la ecuacion de Hill a los datos (Ecuacion II1.6) se obtuvieron los valores
de ClIso. Los compuestos mas potentes fueron el AA, la AEA y el 2-AG, presentando valores
de Clsp de 0.3£0.02 pM, 0.4+£0.01 uM y 0.3£0.01 puM, respectivamente. Por el contrario, la
PEA y el AP produjeron un bloqueo inferior al 40% a la concentracion mas alta estudiada, lo
que impidi6 utilizar la ecuacion de Hill para el calculo de la Clsy.

Los resultados sugieren que la diferencia obtenida en la potencia de bloqueo viene
determinada por la longitud de la cadena hidrocarbonada de la molécula, de manera que la
potencia aumenta al aumentar la longitud de la cadena. Sin embargo la presencia del grupo
etanolamida no influye en la potencia ya que a igualdad en la longitud de la cadena, las
etanolamidas y los acidos grasos presentan la misma potencia de bloqueo de los canales
Kv4.3+KChIP2a. Ademas, también es determinante la presencia de dobles enlaces en la
molécula ya que, a igualdad en el nimero de 4&tomos de carbono, los compuestos con mayor
nimero de insaturaciones son los que producen una mayor reduccion de la Qgy4.3 (OEA frente

a SEA y AO frente a AS).
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dobles

Compuesto n°C  enlaces Cls, (uM)
g ® AEA 20 4 0.4+0.01
- e 2AG 20 4 0.3:0.01
1 A AA 20 4 0.3:0.02
(z ® OEA 18 1 1.6+0.5
:g A AO 18 1 2.2+0.05
g e SEA 18 0 6.412.1
; A AS 18 0 5.3+0.8

® PEA 16 0 -

A AP 16 0 -

[Compuesto] (nM)

Figura IV.23. Curvas concentracién-respuesta para las etanolamidas y los acidos grases. Reduccion de la
Qw3 a 50 mV en funcion de la concentracion de los compuestos estudiados. Las lineas continuas representan
el ajuste de la ecuacion de Hill a los datos experimentales. Cada punto representa la mediaxtEEM de > 4
experimentos.

Para analizar en mayor profundidad estos resultados se represento la “complejidad” de
cada molécula frente a su Clsy (Figura IV.24). Este parametro considera el tamafio de la
molécula, la presencia y naturaleza de los diferentes grupos reactivos de cada compuesto y la
presencia de dobles enlaces y se calcul6 mediante la  ecuacion de
Bertz/Hendrickson/Ihlenfeldt (Ecuacion II1.9). Analizando etanolamidas y acidos grasos por
separado, se puede observar, que un mayor grado de complejidad en los compuestos
estudiados se relaciona con una mayor potencia de bloqueo (r*=0.9826 para 4cidos grasos y

0.8933 para etanolamidas).

A Etanolamidas

= Acidos grasos
500+
AEA
® 4004
k=] OEA
@ 300 SEA
£
= 200+
&)
100+
0 ] ] 1
-7 -6 -5 -4

|Og C |50

Figura IV.24. Relacién estructura-actividad de etanolamidas y acidos grasos. Complejidad de cada
compuesto representada frente a su Cls, correspondiente.
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4.3. Papel de la liposolubilidad de los endocannabinoides y sus analogos en los efectos

sobre la lky43

Para establecer la posible relacién entre la potencia de bloqueo que producen los
endocannabinoides y andlogos sobre los canales Kv4.3+KChIP2a con la liposolubilidad que
¢éstos presentan, se calculd el indice de liposolubilidad de cada compuesto usando el
coeficiente de particion (logP) para las etanolamidas y el de distribucion (logD a pH=7.4)
para los acidos grasos. Estos coeficientes se representaron frente a las Clsy obtenidas para
cada compuesto. Como se muestra en la figura IV.25 no existe relacion directa entre la
liposolubilidad de las etanolamidas y &cidos grasos y la potencia con la que bloquean el canal

Kv4.3+KChIP2a.

4 Etanolamidas
7. = Acidos grasos
a 61 AEA OEA SEA
a * * B
g
|
47 . AS
AA AO
3 ] 1
7 -6 -5
|Og C|50

Figura IV.25. Relacion liposolubilidad-actividad de etanolamidas y acidos grasos. Coeficientes de particion
(logP) o de distribucion (logD) de cada compuesto representado frente a su Cls, correspondiente.

5. Mecanismo de accion del bloqueo producido por la AEA sobre los canales

Kv4.3+KChIP2a

Previamente, se han descrito los efectos directos de compuestos endocannabinoides y
cannabinomiméticos sobre los canales Kv4.3+KChIP2a (apartado 2) y como la estructura
quimica de estos compuestos determina la potencia de su efecto (apartado 3). A continuacion,
se analizaron los posibles mecanismos implicados en los efectos directos de la AEA sobre la

Ikva.3.
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5.1. Modificaciones en las propiedades dinamicas y estructurales de la membrana

Algunos autores han sugerido que los endocannabinoides y sus andlogos pueden afectar
indirectamente a las proteinas de membrana (incluidos los canales idnicos) mediante una
perturbacion inespecifica de la membrana celular (Andersen y cols., 2007; Bruno y cols.,
2007). Para comparar la posible modificacion que estos compuestos podrian estar
produciendo sobre las propiedades dinamicas y estructurales de la membrana celular (fluidez,
orden y microviscosidad), se midieron los cambios en la anisotropia de fluorescencia
inducidos por la AEA, el 2-AG, el LPI y la PEA a la concentracion de 1 uM en células CHO
que expresaban de forma estable los canales Kv4.3+KChIP2a.

La fluidez de la membrana se caracterizd mediante la cuantificacion de la velocidad y la
amplitud del movimiento rotacional de la sonda lipofilica PA-DPH (Guizy y cols., 2008;
Barana y cols., 2010). Esta sonda es una molécula con una cabeza polar anionica, una cola
hidrofobica y de dimensiones parecidas a las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos de
membrana (Figura IV.26A). El PA-DPH se incorpora en la membrana y queda anclado en la
superficie de la bicapa lipidica con el cromoforo fluorescente (DPH) paralelo a las cadenas de

acidos grasos de los fosfolipidos circundantes.

A

Membrana celular

(v y)

5 1.0
3 0.8- — PA-DPH

0.6+
0.4

Intensidad
normalizada

0.2

0.0 . J

Canal Kv4.3 PA-DPH 10 20 30 40 50
Tiempo (ns)

Figura 1V.26. Efecto de los endocannabinoides sobre el tiempo de la vida media de fluorescencia de la
sonda PA-DPH. (A) Representacion esquematica de una porcion de membrana celular y la disposicion de un
canal ionico y la sonda PA-DPH. (B) Ajuste exponencial a la cinética de de la fluorescencia de la sonda PA-
DPH en situacion control (negro) y en presencia de AEA (azul), PEA (rojo), LPI (verde) y 2-AG (naranja), todos
ellos a la concentracion de 1pM.

En la figura IV.26B se muestra el ajuste de una funcién exponencial a la disminucion de
la intensidad de la fluorescencia de la sonda PA-DPH en condiciones control, lo que permitio
obtener dos componentes: uno mayoritario (aproximadamente, el 92% de la intensidad total)

con un valor de vida media de 6.8 ns, y un componente de menor amplitud con una vida
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media de 2.1 ns. Ninguno de los compuestos estudiados modifico de forma significativa la
cinética de fluorescencia de la sonda incorporada en la membrana.

A continuacion se midio la anisotropia de fluorescencia en estado estacionario (rs) de la
sonda PA-DPH (2 uM) incorporada a las células CHO en condiciones control (0.281+0.003) y
tras 20 minutos de incubacién con AEA, 2-AG, LPI y PEA (1 uM). Como se muestra en la
figura IV.27A, ninguno de los compuestos modifico la ry. Este pardmetro proporciona
informacion acerca de la organizacion de la membrana, tanto estructural (orden lipidico)
como dinamica (microviscosidad). Para poder cuantificar estos dos componentes por separado
se realizaron experimentos adicionales para medir la anisotropia de fluorescencia con
resolucion temporal [r(t)] que permite obtener el tiempo de correlacion rotacional (¢), que es
un indice de la microviscosidad, y el valor de anisotropia limite o residual (r.), un indice del
orden lipidico. En la figura IV.27D se muestra el descenso en la r(t) de la sonda PA-DPH en
condiciones control y en presencia de AEA o PEA junto con el ajuste de la ecuacion 1118 a
los datos. Se puede observar que la r(t) decaia en unos pocos ns hasta un valor de r,, con una
constante de tiempo que representa el valor de ¢. La incubacion de las células con AEA, 2-
AG, LPI y PEA durante 20 min no modific6 los valores ni de ¢ (1.4+0.2 ns) ni de r,
(0.26+£0.004) (Figuras IV.27B y C). Resultados similares se obtuvieron cuando los

compuestos se incubaron durante 120 min.
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Figura IV.27. Efectos de los endocannabinoides sobre las propiedades dindamicas y estructurales de la
membrana. Valores medios de anisotropia de fluorescencia en estado estacionario (rg, A), de tiempos de
correlacion rotacional (¢, B) y anisotropia residual (r.,, C) de la sonda PA-DPH (1 uM) incorporada a las células
CHO, medidos en condiciones control y tras incubar con AEA, 2-AG, LPI y PEA durante 20 min todos ellos a la
concentracion de 1 pM. (D) Medida en la anisotropia de fluorescencia en tiempo real [r(t)] con resolucion
temporal de la sonda PA-DPH incorporada a las células CHO en condiciones control y en presencia de AEA o
PEA. Aex=375 nm, Aem=450 nm. Las lineas continuas representan el ajuste de la ecuacion II1.8. En la parte
inferior se muestra la distribucion de residuos ponderados empleada para juzgar la bondad del ajuste.

Estos resultados sugieren que en nuestras condiciones experimentales los
endocannabinoides no modificaban las propiedades de la membrana. Por lo tanto, la
diferencia en la potencia del efecto de los endocannabinoides estudiados no era atribuible a

una perturbacion de la membrana celular.
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5.2. Implicacion del calcio intracelular

En neuronas de hipocampo se ha descrito que los endocannabinoides pueden reducir
(Zhuang y cols., 2005) o aumentar (Lauckner y cols., 2005) la [Ca®']i debido a la
estimulacion de los receptores de rianodina. Esta modificacion de la [Ca®']; activa diferentes
vias de sefializacion intracelulares que podrian estar modificando la Iky43. Por lo tanto, para
comprobar si los efectos observados se debian a cambios en la [Ca®"]; producidos por los
endocannabinoides, se estudiaron los efectos de la AEA en presencia de BAPTA, incluyendo
este potente quelante intracelular de Ca®* en la solucién interna a una concentracion de 20
mM. Los resultados demuestran que, en las células dializadas con BAPTA, la AEA reducia la
Qkyva3 a +50 mV en un 60.1+4.0% (Figura [V.28A), una reduccion que no es estadisticamente
diferente de la producida por la AEA en células dializadas con EGTA (n=5, P>0.05 vs.
65.8+£3.5%) (Figura IV.28B).

+50 mV

A -80 mV B AEA1 uM

100-
— Control (+BAPTA)
—AEA1 M

100 ms

N
i

1 nA
N
il

Reduccion Qg4 3 (%)
(3]
<

o
1

EGTA5 mM BAPTA 20 mM

Figura IV.28. Efectos de la AEA sobre la I3 en presencia de un quelante de Ca™. (A) Trazos de lxys3
registrados tras aplicar pulsos de 250 ms desde -80 a +50 mV en ausencia y presencia de 1 pM de AEA. La linea
discontinua representa el nivel de corriente cero. La solucion interna que dializaba la célula contenia BAPTA 20
mM. (B) Porcentaje de reduccion de la Qyyq3 @ +50 mV producida por 1 uM de AEA en células dializadas con
solucioén interna que contenia EGTA o BAPTA.

5.3. Sitio de union de la AEA en los canales Kv4.3+KChIP2a

En estudios previos, se ha descrito que el bloqueo que ejercen algunos endocannabinoides
y acidos grasos sobre diferentes canales aparecia sélo cuando eran aplicados en la cara
extracelular (Honoré y cols., 1994; Poling y cols., 1996; Oliver y cols., 2004; Guizy y cols.,
2008; Barana y cols., 2010) o en la cara intracelular de la membrana (Chemin y cols., 2001;

Moreno-Galindo y cols., 2010). Por lo tanto, a continuacién, se compararon los efectos
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producidos por la AEA (1 uM) sobre los canales Kv4.3+KChIP2a cuando se aplicaba
extracelularmente o afadiéndola en la solucion interna que dializa las células (aplicacion
intracelular). Para la realizacion de estos experimentos, rellendbamos la punta de la
micropipeta con solucidn interna normal y el resto con solucion interna con AEA (1 uM). La
corriente registrada justo después de la apertura del sello de alta resistencia se consider6 el
registro en situacion control puesto que transcurren unos pocos segundos hasta que se alcanza
el estado estable con la dialisis celular.

La AEA aplicada intracelularmente producia un bloqueo significativamente menor
(12.6+2.1%) que el producido cuando se afadia a la solucion externa (n=4, P<0.01 vs.
65.843.5%) (Figura IV.29A) y no modificaba las constantes cinéticas de la inactivacion
(Tabla IV.5). Sin embargo, era posible que la disminucién del efecto producido por la AEA
cuando se afiadia a la solucidn interna se debiera a la inactivacion del endocannabinoide por
enzimas intracelulares, por lo que posteriormente se realizaron dos grupos adicionales de
experimentos. Primero, se estudiaron los efectos de la MetAEA (el analogo no hidrolizable de
la AEA) aplicada intracelularmente y en un segundo grupo de experimentos, se estudiaron los
efectos producidos por la AEA aplicada intracelularmente en presencia de URB-597, un
inhibidor de la FAAH (la principal enzima responsable de la degradacion de la AEA). Las
células CHO transfectadas de forma estable con el canal Kv4.3+KChIP2a fueron incubadas

con URB-597 (0.1 uM) durante 20 minutos antes de comenzar el analisis electrofisiologico.
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Figura IV.29. Interaccion de la AEA con el canal Kv4.3+KChIP2a. (A) Porcentaje de reduccion de la Qgya;
a +50 mV producida en las diferentes situaciones experimentales estudiadas (¥**P<0.01 vs. AEA extracel). (B)
Trazos de lgy4; registrados a +50 mV en situacion control (primer pulso tras romper el sello) y en presencia de
0.1 uM de URB-597 y 1 uM de AEA en la solucion intracelular. (C) Trazos de lxy43 registrados a +50 mV en
situacion control (primer pulso tras romper el sello) y en presencia de 1 pM de MetAEA en la solucion
intracelular. La linea discontinua representa el nivel de corriente cero.

Como se puede observar en la figura IV.29A, la MetAEA aplicada de forma intracelular
reducia la Qgys3 un 2.0£1.3% a +50 mV y ademads, al inhibir la FAAH, la AEA aplicada
intracelularmente reducia la Qgy43 s6lo en un 8.7+3.9% a +50 mV. En ambos casos las
cinéticas de la inactivacioén no se vieron modificadas (Figura IV.29B y C y Tabla IV.5). Estos
resultados demuestran que en nuestras condiciones experimentales, los efectos de la AEA son
efectivamente menores cuando se aplica intracelularmente y que esta disminucion del efecto
no es debida a la biotransformacion de la AEA por la FAAH. Por tanto nuestros resultados
sugieren que el sitio de interaccion de la AEA con la proteina que forma el canal se encuentra

localizado en la cara extracelular del mismo.
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Compuestos Ty inactivacion (ms) T) inactivacion (ms)
Control Compuesto Control Compuesto
AEA Intracel. 24.4+4.0 19.2+2.3 89.3+18.4 69.6£13.3
MetAEA Intracel. 16.0+2.6 14.7£2.2 108.9+18.1 104.3+13.5
AEA Intracel.
+ URB-597 19.6+2.7 17.442.0 95.8+10.8 90.2+19.2

Tabla IV.5. Efectos de la aplicacién intracelular de la AEA, la MetAEA y la AEA en presencia de URB-
597 sobre la cinética de inactivacién de la lk,43. Constantes de tiempo del componente rapido (t;) y lento (t;)
de la inactivacion obtenidos tras ajustar a una funcion exponencial los trazos de corriente en condiciones control
y en presencia de AEA (1uM) y MetAEA (1uM) aplicadas intracelularmente y de AEA (1uM) aplicada
intracelularmente en presencia de URB-597 (0.1uM). Los datos representan la mediatEEM de 4 experimentos.

Para comprobar que era necesaria la aplicacion extracelular de la AEA para observar sus
efectos sobre la Ikya 3, se realizoé un Gltimo grupo de experimentos en los que se estudiaron los
efectos de la AEA aplicada normalmente en la solucion extracelular pero en células que
previamente habian sido dializadas con AEA. En estos experimentos, la aplicacion
extracelular de AEA (1 uM) en células dializadas con AEA intracelularmente producia una

inhibicion del pico del corriente de un 46.5+7.7% y aceleraba de forma significativa las
constantes rapidas de la inactivacion (la 1, desde 19.2+£2.3 hasta 6.8+1.4 ms y la 1) desde

69.6+13.3 hasta 48.24+8.8 ms, n=4, P<0.05) (Figura 1V.30). Al calcular la reduccién de la
Qkva3 en estas condiciones (60.2+5%) se pudo comprobar que no era significativamente

diferente a la producida en las células no dializadas (n=4, P>0.05 vs. 65.84+3.5%).

+50 mV

-80 mV_|

—— Control
—— AEA Intracel.
—— AEA Extracel.

0.5nA

100 ms

Figura IV.30. Efectos de la AEA aplicada intra y extracelularmente sobre la |y, 3. Trazos de corriente
registrados a +50 mV en presencia de 1 uM de AEA en la solucion interna inmediatamente tras la rotura del
sello (situacion control), tras alcanzar el estado estable (AEA intracel) y tras la aplicacion de una solucion 1 pM
de AEA (AEA extracel). La linea discontinua representa el nivel de corriente cero.
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Estos resultados confirman que los efectos de la AEA son producidos al interaccionar con

la cara extracelular del canal.

6. Efectos mediados a través de receptor de los endocannabinoides y analogos de

cannabinoides sobre los canales Kv4.3

La mayoria de los estudios que describen los efectos de los endocannabinoides sobre el
aparato cardiovascular estan mediados a través de la interaccion de estos compuestos con sus
receptores (Hillard, 2000; Randall y cols., 2002; Pacher y cols., 2005a y b y 2006; Ashton y
Smith, 2007). Se ha descrito que los endocannabinoides pueden regular la funcion cardiaca a
través de la activacion de receptores CB1 (Lake y cols., 1997; Varga y cols., 1995; Batkai y
cols., 2004b; Wheal y cols., 2007; Batkai y Pacher, 2009) y que pueden disminuir la
frecuencia y contractilidad cardiacas in vivo a través de la estimulacion de otro tipo receptor,
también acoplado a proteinas G, distinto de CB1 y/o CB2 (Jarai y cols., 1999; Wagner y cols.,
1999; Ford y cols., 2002; Batkai y cols., 2004a). El receptor que surgié como principal
candidato de receptor de endocannabinoides no-CB1/no-CB2 fue el GPR55 (Baker y cols.,
2006; Oka y cols., 2007; Pertwee, 2007; Ryberg y cols., 2007; Waldeck-Weiermair y cols.,
2008). Sin embargo se conoce muy poco sobre los efectos que la estimulacion de estos
receptores pueden ejercer sobre la actividad eléctrica cardiaca, por lo que, a continuacion,
quisimos estudiar los efectos de los endocannabinoides sobre la Iky43 mediados a través de la

estimulacion de los receptores CB.

6.1. Analisis de la expresion de ARNm de receptores CB en muestras auriculares

humanas.

Se ha propuesto que el SCE se activa en diversas situaciones patologicas en las que se
observa un aumento en la sintesis de endocannabinoides y/o en la expresion de sus receptores
(Varga y cols., 1998; Wang y cols., 2001b, Pertwee, 2005; Naccarato y cols., 2010; Miller y
Devi, 2011). En el miocardio de ratas espontineamente hipertensas, la expresion de receptores
CB1 se veia aumentada en comparacion con su expresion en ratas normotensas (Batkai y
cols., 2004b) y en arterias de ratas y humanos, la expresion del receptor CB2 aumentaba en
aquellas que presentaban placas de ateroma (Steffens y cols., 2005). Ademas, en los estudios

RIO (Rimonabant in Obesity), los pacientes obesos tratados durante un afio con RMB
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presentaban una discreta reduccion de la presion arterial, que aumentaba en el subgrupo de los
pacientes diabéticos o con hiperlipidemia. Estos y otros resultados obtenidos en diferentes
estudios (Miller y Devi, 2011) apuntan a una activacién del SCE en ciertas patologias del
aparato cardiovascular (Hiley, 2009; Quercioli y cols., 2011) por lo que quisimos saber si esto
mismo podria ocurrir en el caso de la FAc. Para ello, a continuacion, se investigd el nivel de
expresion de los receptores CB1, CB2 y GPRSS5 en las muestras obtenidas de pacientes en RS

y con FAc.

6.1.1. PCR semicuantitativa

Se llevo a cabo una RT-PCR a partir de ARNm de las muestras de OAD obtenidas de
pacientes en RS y con FAc en las condiciones descritas en el apartado 7.1 y 7.2 de Material y
métodos de la presente Tesis Doctoral.

Como ejemplo representativo, en la figura IV.31A se muestra la expresion de los
receptores CB1, CB2 y GPRS55 en las muestras auriculares obtenidas de un paciente en RS y

de un paciente con FAc. Como control endégeno se utilizé la PKCa cuya expresion no se ve

modificada en FAc (Voigt y cols., 2007).

(v y)

A CB1 CcB2 GPR55 1.84 *

1.5
1.2

0.94 T

0.6+

Intensidad
de la banda

0.34

0.0 T T T
RS FA RS FA RS FA

PKCa

CB1 CB2 GPR55

Figura IV.31. Expresion de los receptores CB1, CB2 y GPRS55. (A) Productos obtenidos de la amplificacion
de ADN por PCR en un gel de agarosa de muestras obtenidas de un paciente en RS y uno con FAc. Se us6 como
control interno la PKCa. (B) Grafico de barras que muestra el analisis densitométrico del gel de agarosa de los
receptores CB1, CB2 y GPR55 en muestras de pacientes en RS y con FAc. Los datos representan la mediatEEM
de 7 muestras en cada grupo. *P <0.05 vs. RS.

Como se puede observar, la expresion de ARNm de los tres receptores estudiados estd
aumentada en la muestra obtenida del paciente con FAc respecto a la del paciente en RS.

En la figura IV.31B se muestra el andlisis densitométrico de todas las muestras. Los
niveles de expresion del ARNm de los receptores CB1, CB2 y GPR5S5 estan representados

como la media de las intensidades de las bandas obtenidas de las muestras de pacientes en RS
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(n=7) y en FAc (n=7). En el grafico de barras se puede observar que la intensidad de las
bandas de los receptores CB1, CB2 y GPRS55 es significativamente mayor en las muestras de
pacientes con FAc que en las obtenidas de pacientes en RS (Figura IV.31B). Estos resultados

sugieren que en FAc aumenta la expresion de receptores CB1, CB2 y GPRS55.
6.1.2. PCR cuantitativa

A continuacion, quisimos cuantificar el nivel de expresion de los receptores. Para ello
realizamos una PCR cuantitativa a tiempo real del ARNm de los receptores CB1, CB2 y
GPRS55 de las muestras obtenidas a partir de pacientes en RS y con FAc. La qPCR se llevo a
cabo en un termociclador 7900HT Fast Real Time PCR System de Applied Biosystems con
los oligonucleotidos y sondas correspondientes segin las especificaciones de la casa
comercial. Los calculos se realizaron por el método de la comparacion de los Ct (Ecuacion
I11.14). Los niveles de ciclos umbral o Ct correspondientes al ARNm de los receptores CB se
normalizaron al valor del control ARNr 18S. Posteriormente se transformaron a valores de
expresion relativa mediante la ecuacion (media ACt gs — media ACt pac) = p(media ACt RS — media
ACLEA9) De esta manera podiamos comparar los niveles de expresion de los tres receptores en

las muestras obtenidas de pacientes con FAc respecto de las obtenidas de pacientes en RS

(Figura IV.32).

RS FAc
CB1

CB2

GPR55

05 0.7 09 11 1.3 15 17
Expresion relativa de ARNm

Figura 1V.32. Cuantificacion de la expresion de ARN de los receptores CB1, CB2 y GPRR55. Grafico de
barras que muestra el aumento relativo de la cantidad de ARN de muestras de pacientes con FAc respecto de las
muestras de pacientes en RS. Los resultados fueron normalizados a la expresion del gen ARNr 18S
(housekeeping gene).
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Los resultados muestran que la expresion del receptor CB1, CB2 y GPRS55 son un 18%,
un 11% y un 67%, respectivamente mayores en las muestras obtenidas de pacientes con FAc
que en las de pacientes en RS. Coincidiendo con los resultados obtenidos en la PCR
semicuantitativa, la expresion relativa de los tres receptores es mayor en las muestras de
pacientes con FAc que en las de pacientes en RS, siendo este aumento mas marcado en el
caso del receptor GPR55 (Figura [V.32).

Estos resultados demuestran que los receptores CB1, CB2 y GPRS55 se expresan en tejido
cardiaco auricular y que en muestras obtenidas de pacientes con FAc se expresan mas que en

muestras de pacientes en RS.

6.2. Efectos de la estimulacion selectiva del receptor CB1 sobre la Iy43

Para la realizacion de este grupo de experimentos, se transfectd transitoriamente con el
ADNCc que codifica la expresion del canal Kv4.3 en células CHO que expresaban de forma
estable el receptor CB1 (CHO-CB1) en su membrana y se analizaron los efectos del
WINS55,212-2 sobre la Igy43 mediados a través del receptor mediante la técnica del parche de
membrana. Las células CHO transfectadas con el ADNc que codifica para el receptor CB1 de
manera estable son un sistema de expresion bien estudiado y caracterizado y constituye un
buen modelo para estudiar efectos mediados a través de este receptor (Rueda y cols., 2000).

Se eligio el WINS55,212-2 como agonista del receptor CB1 porque los efectos directos
sobre el canal Kv4.3 eran menos marcados que los que ejercia la AEA (a la concentracion de
100 nM la AEA reducia la Qgys3 en un 30.7+7.9% mientras que el WIN55,212-2 la reducia
solo en un 18.8+2.0%). De esta manera podiamos diferenciar mejor los efectos que podria
ejercer el agonista sobre el canal a través de la estimulacion del receptor CB1 de los que
ejercia en ausencia de receptor. Ademas, el WIN55,212-2 presenta mayor actividad intrinseca
que la AEA por el receptor CB1 (Ryberg y cols., 2007).

En la figura IV.33A se representan trazos de k43 registrados en células CHO-CBI,
obtenidos al aplicar pulsos de 250 ms de duracién desde un potencial de fijacion de —-80 mV
hasta +50 mV en situacion control y en presencia de WIN55,212-2 100 nM. A dicha
concentracion, el WINS55,212-2 produjo una disminucion de la amplitud del pico de corriente
medido a +50 mV de un 27.6+3.0%. Ademas, acelerd el curso temporal de la inactivacion,

disminuyendo significativamente los valores de t, y de 1) desde 31.9+2.9 hasta 12.8+1.1 ms 'y

desde 152.4£11.0 hasta 44.7£3.9 ms, respectivamente (P<0.05 vs. control). Se calculo
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también la Qgy43 para una mejor caracterizacion del bloqueo en estado estable, siendo la

reduccion de la carga a +50 mV de un 63.714.5%.

A +50 mV B
-80 mV I
200 -@- Control 1.0
<— Control {-O-WIN 100 nM 108 o
Q 1501 I =
- ; -0.6 Z_
F 100+ I 3]
: L0.4 O
WIN55,212-2100nM C - I O
< >0 0.2 =
Al 01 T T T T T 110
-90 -70 -50 -30 10 10 30 50
100 ms Potencial de membrana(mV)

Figura IV.33. Efectos de la estimulacion del receptor CB1 por el WINS55,212-2 sobre la lky3. (A) Trazos
de lgy4; registrados en células CHO-CB1 tras aplicar pulsos de 250 ms desde -80 hasta +50 mV en ausencia y
en presencia de WINS55,212-2 a la concentracion de 100 nM. (B) Relacion carga-voltaje en ausencia y en
presencia de WINS5,212-2 a la concentracion de 100 nM. Los cuadrados representan la corriente relativa.

Se representaron, a continuacion, las curvas Q-V en situacion control y en presencia de
WINS55,212-2 100 nM (Figura IV.33B), obtenidas al representar la disminucion de la Qgy43 en
funcién del potencial de membrana. Se puede observar como el WIN55,212-2 reducia la
Qky43 de manera significativa a potenciales mas positivos de +10 mV (Figura 1V.34B) y que
el bloqueo representado como carga relativa (cuadrados blancos) aparecia a potenciales de
membrana comprendidos entre -20 y +50 mV coincidiendo con los potenciales a los que se
produce la apertura de los canales Kv4.3.

La figura V.34 muestra la comparacion entre la curva concentracion-respuesta obtenida
al representar la disminuciéon de la Qgws a +50 mV en funcion de las distintas
concentraciones de WINS55,212-2 estudiadas (0.1 nM-10 uM) en células CHO-CB1 y en
c¢lulas que no presentaban el receptor en su membrana. De esta manera podiamos comparar
los efectos que ejerce el WIN55,212-2 sobre el canal Kv4.3 mediados a través del receptor
CBI1 con los que producia de manera directa sobre el canal. Del ajuste de la ecuacion de Hill a
los datos (Ecuacion I11.6) y fijando el ny a 1, se obtuvieron los valores de Clsy para cada una
de las curvas que resultaron ser de 0.9+0.3nM y 0.7+0.1uM, respectivamente existiendo

diferencia significativa entre ambas (P<0.05).

177



Resultados

1001 @ CHO
2 ] ]
X g/ W CHO-CB1
“
3 ]
4 ]
e 60
\g |
.6 40_
(8) |
=
S 201
(14 i

0 LILLRLY | LILBLLRALL | LILBLLRALL | T LRI | LILELLRALL | rrrTTm]

0.0001 0.001 001 01 1 10 100
[WIN55,212,2] (1M)

Figura 1V.34. Curvas concentracion-respuesta para el WIN55,212-2. Reduccion de la carga total que
atraviesa la membrana a través de los canales Kv4.3 a +50 mV en funcién de la concentracion de WINS55,212-2
en células CHO (circulos) y en células CHO-CB1 (cuadrados). Las lineas discontinuas representan el ajuste de la
ecuacion de Hill a los datos experimentales. Cada punto representa la media+tEEM de > 4 experimentos.

Estos resultados demuestran que la estimulaciéon de los receptores CB1 por el
WINS55,212-2 produce efectos mas potentes de los que producia de forma directa sobre la
Ikvas.

A continuacioén se analizaron los efectos mediados a través de la estimulacion de los
receptores CB1 sobre la dependencia de voltaje de la inactivacion de la Igy43. En la figura
IV.35 se muestran familias de trazos representativos de lxy4 3 registradas en células CHO-CB1
al aplicar el protocolo que se muestra en la parte superior en situacion control (Panel A) y en
presencia de WINS55,212-2 a la concentracion de 100 nM (Panel B). Las curvas de de
inactivacion de los canales Kv4.3 se construyeron representando la amplitud de la corriente
obtenida con el pulso test a +50 mV frente al potencial de membrana del pulso precedente en

ausencia y en presencia de WINS55,212-2 100 nM (Figura IV.35C).
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Figura IV.35. Efectos del WIN55,212-2 a través de la estimulacion del receptor CB1 sobre la dependencia
de voltaje de la inactivacion de la lgy3. (A y B) Familia de trazos de lgy43 registrados en células CHO-CB1
tras aplicar un primer pulso de 250 ms desde un potencial de fijacion de -80 mV hasta potenciales comprendidos
entre -90 y +50 mV, seguido de un pulso test de 250 ms a +50 mV en ausencia (A) y en presencia de
WINS55,212-2 (B). (C) Curva de inactivacion de los canales Kv4.3 transfectados en células CHO-CBI1 en
ausencia y en presencia de WIN55,212-2 a la concentracion de 100 nM. Las lineas continuas representan el
ajuste de una ecuacion de Boltzmann a los datos experimentales. La linea discontinua representa la curva de
inactivacion en presencia del compuesto normalizada respecto a la amplitud control. Los cuadrados representan
la corriente relativa. Cada punto representa la mediatEEM de > 4 experimentos. *P <0.05 vs. control. #P <0.05
vs. datos obtenidos a -90 mV.

El WINS55,212-2 disminuia de forma significativa la amplitud de la lxy4 3 registrada a +50
mV tras la aplicacion de los pulsos previos comprendidos entre -90 y -30 mV y desplazaba la
dependencia de voltaje de la inactivacion hacia potenciales mas negativos de forma
significativa (-46.842.4 mV vs. -27.4+3.6 mV, P<0.05) sin modificar los valores de k (Figura
IV.35C). El cociente lwinss212-2/lc representado por los cuadrados blancos indica un aumento
significativo del bloqueo producido por la estimulacion de los receptores CB1 sobre la lxy43a
potenciales mas positivos de -60 mV coincidiendo con el rango de potenciales a los que se

produce la inactivacion del canal.
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6.3. Efectos de la estimulacion selectiva del receptor GPRSS por el LPI y la PEA

sobre la lky43

Como se ha mencionado previamente, en diversos estudios se ha sugerido que en el
aparato cardiovascular debe existir al menos otro receptor para cannabinoides diferente al
CB1 y CB2. Este receptor no-CB1/no-CB2, probablemente sea el receptor GPR55 (Baker y
cols., 2006; Lauckner y cols., 2008; Waldeck-Weiermair y cols., 2008). Es un receptor
acoplado a proteinas G que puede ser activado por AEA y 2-AG, pero también por
compuestos como la PEA, aunque su ligando endégeno natural es el LPI (Sawzdargo y cols,
1999; Baker y cols., 2006; Oka y cols., 2007; Pertwee, 2007; Ryberg y cols., 2007).
Anteriormente, en los Resultados de esta Tesis Doctoral, se ha descrito que el LPI y la PEA
no son muy potentes para bloquear de forma directa los canales Kv4.3+KChIP2a
(ClIsp=5.241.2 uM para el LPI y bloqueo del 11.8+2.0% a la concentracion de 1 uM de PEA)
por lo que estos compuestos eran una herramienta 6ptima para estudiar los posibles efectos
mediados a través de la estimulacion del receptor GPR5S5. Por tanto, a continuacion, se
analizaron los efectos del LPI y la PEA sobre la corriente lxy43 registrada en células CHO que
expresaban de forma estable el receptor GPR55 en su membrana (CHO-GPRSS).

En las figuras IV.36A y B se muestran trazos representativos de la Igy43 registrada en
células CHO-GPRS5S5, en situacion control y en presencia de LPI (Panel A) y de PEA (Panel
B), ambos a la concentracion de 1 pM. Los dos compuestos, a través de la estimulacion del
receptor GPR5S5, produjeron una inhibicion del pico maximo de la lkys3 de un 40.8+7.8% y
un 36.34+5.2% respectivamente. El ajuste de una funcién biexponencial (Ecuacion 111.2) a los
trazos de la corriente registrada a +50 mV permitié obtener las dos constantes de tiempo de
inactivacion. Tanto el LPI como la PEA produjeron una disminucién de los valores de . y 1,

pero en ningln caso se alcanzaba significacion estadistica (Figura IV.36C).
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Figura IV.36. Efectos de la estimulacion del receptor GPRS5S por el LPI y la PEA sobre la Ix,3;. (AyB)
Trazos de lg43 registrados en células CHO-GPRSS tras aplicar pulsos de 250 ms desde -80 hasta +50 mV en
ausencia y presencia de LPI (A) y de PEA (B) a la concentracion de 1 pM. (C) Constantes de tiempo de los
componentes rapido (t,, izquierda) y lento (t;, derecha) de la inactivacion obtenidos tras ajustar una funcién
biexponencial a los trazos de corriente a +50 mV en condiciones control y en presencia de los diferentes
compuestos (1 uM). Cada barra representa la media+EEM de >4 experimentos.

Aunque ninguno de los dos compuestos modificé de forma significativa la cinética de la
inactivacion del canal se calcul6 igualmente la reduccion de la Qgya3 que producia el LPIy la
PEA a través del receptor GPRSS5, que fue un 41.5+£2.1% y un 40.7+4.4%, respectivamente.

En la figura IV.37 aparecen representadas las curvas Q-V en situacion control y en
presencia de LPI (Panel A) y de PEA (Panel B) obtenidas al representar la disminucion de la
Qkva3 que producen ambos compuestos en funcion del potencial de membrana. Se puede
observar que tanto el LPI como la PEA reducian la Qgy43 de forma significativa a potenciales
entre +10 y +50 mV. Este bloqueo aparece a potenciales de membrana que coinciden con los

potenciales a los que se produce la apertura de los canales Kv4.3 (entre -20 y 0 mV).
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Figura IV.37 Efectos dependientes de voltaje de la estimulacién del receptor GPRS5S por el LPI y la PEA
sobre la lk.43. Relaciones carga-voltaje en ausencia y en presencia de LPI (A) y PEA (B) a la concentracion de
1 uM. Los cuadrados representan la corriente relativa calculada como el cociente entre la corriente en presencia
de cada compuesto y la corriente en situacion control. Cada punto representa la mediatEEM de > 4
experimentos. *P <0.05 vs. control.

En la figura IV.38 se muestra la comparacion entre las curvas dosis-respuesta obtenidas al
representar la reduccion de la Qgy43 producida por el LPI en ausencia y en presencia del
receptor GPRS55, en funcion de las diferentes concentraciones del agonista. Como se puede
observar, el efecto que produce el LPI al bloquear los canales Kv4.3 a través de la
estimulacion del receptor GPR55 es mucho mas potente que el que produce de forma directa
sobre el canal, (los valores de la Clsy obtenidos al ajustar una ecuacion de Hill a los datos,
aparecen reflejados en la Tabla IV.6). Sin embargo el LPI es menos eficaz en el primer caso

ya que a la dosis maxima solo se conseguia una reduccion de la Qgys3 de un ~40%.
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Figura 1V.38. Curvas concentracion-respuesta para el LPI. Reduccion de la carga total que atraviesa la
membrana a través de los canales Kv4.3 a +50 mV en funcion de la concentracion de LPI en células CHO
(circulos) y en células CHO-GPRS5 (cuadrados). Las lineas discontinuas representan el ajuste de la ecuacion de
Hill a los datos experimentales. Cada punto representa la mediatEEM de > 4 experimentos.
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La PEA produjo una reduccidon concentracion dependiente de la lIgya3 (Clsp= 80.0£1.2
nM), que a la concentracion maxima ensayada de 10 pM alcanz6 un 54.7£5.1 (Figura
IV.39A). Comparando el bloqueo producido por la PEA en células carentes de receptores
GPR55 se puede observar que la inhibicion producida en células CHO-GPRS5S era

significativamente mayor (Figura IV.39B).
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Figura IV.39. Comparacion de los efectos de la PEA sobre la lk,43 mediados a través del receptor GPR55
con los producidos en ausencia del receptor. (A) Reduccion de la carga total que atraviesa la membrana a
través de los canales Kv4.3 a +50 mV en funcion de las diferentes concentraciones de PEA en células CHO
(circulos) y en células CHO-GPRS5S5 (cuadrados). Las lineas discontinuas representan el ajuste de la ecuacion de
Hill a los datos experimentales. (B) Grafico de barras que muestra la reduccion de la Q43 producida por la PEA

a la concentracion de 1 pM en ausencia y presencia del receptor GPR55. Cada punto representa la mediatEEM
de > 4 experimentos.

Clso
Compuesto Efectos directos Efect,os mediados a
través de receptor
LPI 5.2+1.2 uyM 1.4£0.2 nM
Bloqueo a 10 uM
+
PEA 30.7+1.8% 80.0£1.2 nM

Tabla IV.6. Comparacion de los efectos del LPI y de la PEA sobre la k43 mediados a través del receptor
GPRS55 con los producidos en ausencia del receptor. Cls, calculadas para el LPI y la PEA en células CHO
(efectos directos sobre el canal) o en células CHO-GPRS55 (efectos mediados a través de la estimulacion del
receptor GPR55) Cada punto representa la mediatEEM de >4 experimentos.

A continuacion se analizaron los efectos producidos por los endocannabinoides a través de
la estimulacion de los receptores GPR5S5 sobre la dependencia de voltaje de la inactivacion de
la Igvss. En la figura IV.40 aparecen representadas las curvas de inactivacidon construidas
como la amplitud de la corriente obtenida con el pulso test a +50 mV frente al potencial de
membrana del pulso precedente, en ausencia y en presencia de LPI (Panel A) y de PEA (Panel
B). El LPI producia una disminucion significativa de la Ixy43 a potenciales comprendidos
entre -90 y -50 mV y por su parte, la PEA inhibia la corriente a potenciales comprendidos

entre -90 y -30 mV. El LPI no modificaba le dependencia de voltaje de la inactivacion,
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mientras que la PEA desplazaba de forma significativa hacia potenciales mas negativos el Vj,

(desde -32.1+4.2 mV hasta -40.5+4.9 mV, P<0.05) sin modificar la k de la curva.
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Figura 1V.40. Efectos dependientes de voltaje de la estimulacion del receptor GPRSS5 por el LPI y la PEA
sobre la lk,43. Relaciones carga-voltaje en ausencia y en presencia de LPI (A) y PEA (B) a la concentracion de
1 uM. (C y D) Curvas de inactivacion de los canales Kv4.3 en ausencia y en presencia de LPI (C) y PEA (D) ala
concentracion de 1 uM. Las lineas continuas representan el ajuste de una ecuacion de Boltzmann a los datos
experimentales. Las lineas discontinuas representan las curvas de inactivacion en presencia de cada compuesto
normalizadas respecto a la amplitud control. Los cuadrados representan la corriente relativa calculada como el
cociente entre la corriente en presencia de cada compuesto y la corriente en situaciéon control. Cada punto
representa la mediatEEM de > 4 experimentos. *P <0.05 vs. control. #P <0.05 vs. datos obtenidos a -90 mV.

Los cuadrados blancos representan el cociente de la amplitud de la corriente registrada en
presencia y en ausencia de los diferentes compuestos [lcomp/lc] en funcion del potencial de
membrana. Como se puede observar, la inhibicion producida por la estimulacion del receptor
GPR55 mediante la PEA aumentaba significativamente en el rango de potenciales en los que

se produce la inactivacion del canal.

7. Efectos de la estimulacion selectiva de los receptores CB1 y GPRSS5 sobre la

corriente auricular humana |

A continuacion quisimos estudiar los posibles efectos mediados a través de los receptores
CB1 y GPRS55 sobre la |y, generada en miocitos auriculares humanos.

En primer lugar, se analizaron los efectos mediados a través del receptor CB1 producidos
por el WINS55,212-2 sobre la ly,; y en segundo lugar, los efectos mediados a través de la

estimulacion del receptor GPRS5 sobre la corriente nativa por el LPI y la PEA.
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7.1. Efectos de la estimulacion selectiva del receptor CB1 por el WINSS5,212-2 sobre

la It01.

En este grupo de experimentos la solucion externa contenia AM630, un antagonista de
receptores CB2, sin embargo no se afiadid6 ningin compuesto antagonista de receptores
GPRS55 ya que no existe ninguno que sea suficientemente selectivo (Kapur y cols., 2009).
Para estimular el receptor CB1 se selecciondé de nuevo el WINS5,212-2 porque carece de
afinidad por receptores GPR55 (Ryberg y cols., 2007; Lauckner y cols., 2008). De esta forma
podiamos analizar los efectos del WINS55,212-2 sobre la |y, aislada a través de la estimulacion
selectiva del receptor CBI.

En la figura IV.41A se muestran los trazos de corriente de salida de K™ registrados al
aplicar un pulso de 250 ms de duracion desde -80 mV hasta +50 mV, tras un prepulso de 25

ms a -30 mV para inactivar la Iy, en presencia y en ausencia de WIN55,212-2.

A +50 mV B

-30 mV
80 mV 20- —— 4-AP+AM630

—O— 4-AP+AM630+WIN

4-AP+AM630 -4
— 4-AP+AM630 5
+WIN55,212-2 100 nM =
g
: ‘
o}
o
8 W WV, VY T T T T T T T T
90 -70 -50 -30 10 10 30 50
100 ms Potencial de membrana (mV)

Figura IV.41. Efectos del WINS55,212-2 sobre la l;,; mediados a través del receptor CB1. (A) Trazos de Iy
auricular humana registrados a +50 mV en presencia de 4-AP (50uM) y AM630 (1 uM) en situacion control y
tras la adicion de WIN55,212-2 (100 nM). (B) Curvas Q-V para la l; en ausencia y en presencia de
WINS55,212-2 100 nM. Cada punto representa la media=EEM de 5 experimentos. *P<0.05 vs. 4-AP+AM630.

En presencia de 4-AP y de AMG630, la adicion de WINS55,212-2 100 nM inhibia la
amplitud del pico de corriente de la I, en un 34.0+£6.1%, disminuyendo ademas, los valores
de las constantes de tiempo rapida (desde 21.5+5.1 hasta 13.5£3.6 ms) y lenta (desde
143.7£20.1 hasta 46.0+14.6 ms) de la inactivacion de forma significativa (n=5, P<0.05).
Como consecuencia de estos efectos, el WIN55,212-2 producia una disminucion en la Qy; a
+50 mV de un 54.3%£1.2%, inhibicion que no era estadisticamente diferente de la producida
sobre la Igya s registrada en células CHO-CB1 (63.7£4.5% P>0.05). En la figura IV.41B se

representan las relaciones Q-V en presencia y en ausencia de WIN55,212-2 100 nM, y como
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se puede observar, el WINS55,212-2 reducia significativamente la Qy,; a potenciales mas
positivos de +10mV.
Los resultados obtenidos en estos experimentos demuestran que la estimulacion del

receptor CB1 de miocitos auriculares humanos inhibe la l;.

7.2. Efectos de la estimulacion selectiva del receptor GPRS5 por el LPI y la PEA

sobre la ;o

A continuacién, se analizaron los posibles efectos producidos sobre la |y, registrada en
miocitos auriculares humanos tras la estimulacion del receptor GPR55 mediante el LPI y la
PEA. La solucion externa contenia AM630 (antagonista CB2) y como antagonista de
receptores CB1, el AM281 (1 uM). En este grupo de experimentos, descartamos la utilizacion
de RMB puesto que se habia descrito que es agonista de receptores GPR55 (Kapur y cols.,
2009).

En la figura IV.42 A y C se muestran los trazos de corriente de salida de K registrados al
aplicar un pulso de 250 ms de duracion desde -80 mV hasta +50 mV, tras un prepulso de 25
ms a -30 mV para inactivar la Iy, en presencia y en ausencia de LPI (Panel A) y de PEA
(Panel C). El LPI y la PEA, ambos a la concentracion de 1 puM, disminuyeron el pico de
corriente en un 19.1£3.3% y un 23.5+4.4%, respectivamente sin modificar la cinética de la
inactivacion de la li,;.

Se calculd, a continuacion, la reduccion de la Qyo; que produjeron el LPI y la PEA sobre
la corriente nativa y se representaron estos valores en funcion del potencial de membrana. En
los paneles B y D de la figura IV.42 se muestran las relaciones Q-V obtenidas en presencia de
LPI (Panel B) y de PEA (Panel D), ambos a la concentracion de 1uM. Se puede observar que
ambos compuestos producen una cierta inhibicioén de la corriente a potenciales comprendidos
entre +30 y +50 mV que no alcanza significacion estadistica. Los efectos producidos por los
agonistas de receptores GPR55 sobre la l,; en miocitos auriculares humanos son menos
marcados que los producidos sobre la Ik 3 en células CHO-GPRS5S. Por tanto, los resultados
obtenidos en sistemas heter6logos no se pudieron reproducir en células nativas, motivo por el
cual, los efectos sobre la lky43 mediados a través del receptor GPR55 no fueron analizados en

mayor profundidad.
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Figura 1V.42. Efectos del LPI y de la PEA mediados a través del receptor GPRS5 sobre la ly,;. (A y C)
Trazos de |y, auricular humana registrados a +50 mV en presencia de 4-AP (50 uM), AM281 (1 uM) y AM630
(1 uM) en situacion control y tras la aplicacion de LPI (A) y de PEA (C) ambos a la concentracion de 1 uM. (B y
D) Curvas Q-V para la |, en ausencia y presencia de LPI (B) y de PEA (D). Cada punto representa la
media+tEEM de >4 experimentos. *P<0.05 vs. 4-AP+ AM281+AM630.

8. Identificacion de la cascada intracelular responsable de los efectos del WINS5,212-

2 sobre la lky43

Tras la descripcion de las caracteristicas del bloqueo producido por el WIN55,212-2 de
los canales Kv4.3 a través de la estimulacion del receptor CB1 quisimos identificar la/s ruta/s
de sefalizacion intracelular/es responsables del mismo.

En el canal Kv4.3, se han identificado diferentes sitios consenso de fosforilacion para
PKA, PKC, ERK y CaMKII (Dilks y cols., 1999; Van der Heyden y cols., 2006; Niwa y
Nerbonne, 2010). Entre estas quinasas, la CaMKII ha surgido como una proteina clave en la

regulacion de la Iy, cardiaca (Sergeant y cols., 2005; Couchonnal y Anderson, 2008).
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La estimulacion del receptor CB1 provoca, en la mayor parte de los tipos celulares
estudiados, la activacion de proteinas Gi/o con la consiguiente inhibicion de la AC,
disminucioén de las concentraciones de AMPc e inactivacion de la PKA (Figura IV.43A)
(Howlett y cols., 2002). También se ha descrito que, en ganglios basales, en neuronas del
estriado o en el corazén, la activacion del receptor CB1, puede estimular la AC
probablemente a través de proteinas Gs, produciendo un aumento en los niveles de AMPc y la
activacion de la PKA (Hillard y cols., 1990; Glass y Felder, 1997; Maneuf 'y Brotchie, 1997).

Para estudiar si los efectos producidos por la estimulacion del receptor CB1 estaban
mediados por la ruta AC/AMPc/PKA, realizamos un grupo de experimentos en los que se
analizaron los efectos del WIN55,212-2 sobre la ka3 en presencia de 9-ciclopentil adenina
(9-CPA, 100 uM), un inhibidor especifico de la AC. El panel B de la figura IV.43 muestra los
registros de la corriente generada por canales Kv4.3 en células CHO-CB1 obtenidos en
situaciéon control, en presencia de 9-CPA y finalmente en presencia de 9-CPA y de
WINS55,212-2 a la concentracion de 100 nM. Puede observarse que en presencia de 9-CPA, el
WINS55,212-2 produce una reduccion de la Qgyasz (60.2+1.7% a +50 mV) similar a la
producida en ausencia del inhibidor de la AC (n=4, P>00.5 vs. 63.7+4.5%). Estos resultados
sugieren que el efecto inhibitorio producido por la estimulacion del receptor CB1 sobre la

Ixva3 no estd mediado por la activacion de la via AC/AMPc/PKA.

188



Resultados

— Control
—CPA
— CPA + WIN55,212-2

Reduccion Qgy4 3 (%)

<

Figura IV.43. Esquema de la posible ruta intracelular de los efectos del WINS5,212-2 sobre la lky43
mediados a través del receptor CB1. (A) Diagrama en el que se muestra la via intracelular AC/AMPc/PKA y
la inhibicion de la AC por 9-CPA. (B) Trazos de lg,43 registrada en células CHO-CBI1 tras aplicar pulsos de 250
ms desde -80 mV hasta +50 mV en situacion control (negro), en presencia del inhibidor de la AC, el 9-CPA sélo
(morado) o asociado al WIN55,212-2 (azul). (C) Grafico de barras que muestra la reduccion de la Qgys;
producida por el WINS5,212-2 a través de la estimulacion del receptor CB1 a la concentracion de 100 nM en
ausencia de 9-CPA, en presencia del inhibidor y la que produce de forma directa sobre el canal. Cada punto
representa la media=EEM de > 4 experimentos. *P <0.05 vs. CB1.

Otra de las vias de senalizacion activada por el receptor CB1 es la que produce la
activacion de proteinas Gg/11 dependientes de la PLC (Sugiura y cols., 1997; Mombouli y
cols., 1999; Lauckner y cols., 2005; De Petrocellis y cols., 2007). Esta fosfolipasa hidroliza el
PIP2 dando lugar a la formacion de IP; y DAG, que producen un aumento en la liberacion de
Ca”" desde el reticulo endoplasmatico y la activacién de la PKC, respectivamente (Figura
IV.44A).

En el siguiente grupo de experimentos registramos la lxys3 en células CHO-CB1 en
presencia del U73122 (2 uM), un inhibidor inespecifico de PLC que no difunde a través de la
membrana, por lo que lo afiadimos a la solucidn interna que dializa las células. En el panel B

de la figura IV.44 se muestra los registros de lxys3 en células CHO-CB1 obtenidos en
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situacion control, tras la didlisis con U73122, y por ultimo, en presencia de U73122 y de
WINS55,212-2 a la concentracion de 100 nM.

En estas condiciones el WIN55,212-2 produjo una reduccion de la Qgya3 de un 24.6+£2.0%
que era significativamente menor que la reduccién que producia en ausencia del inhibidor de
la PLC (n=4, P<0.05 vs. bloqueo producido por el WIN55,212-2 100 nM en células CHO-
CB1= 63.7+4.5%) y muy similar a la reduccion de la Qky4 3 producida por el WIN55,212-2 de
forma directa sobre el canal (n=4, P>0.05 vs. 18.8¢2.0) (Figura 1V.44C). Los resultados
sugieren que el efecto que producia el WINS55,212-2 sobre el canal Kv4.3 a través de la

estimulacion del receptor CB1 estaba mediado por la activacion de la PLC.

A B
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Figura IV.44. Esquema de la posible ruta intracelular de los efectos del WINS5,212-2 sobre la Iky43
mediados a través del receptor CB1. (A) Diagrama en el que se muestra la via intracelular PLC/IP3/DAG y la
inhibicion de la PLC por U73122. (B) Trazos de l,43 registrada en células CHO-CBI1, dializadas con U73122,
tras romper el sello (negro), cuando los efectos del inhibidor han alcanzado el estado estable (morado) y en
presencia de U73122 y de WINS5,212-2 (azul), tras aplicar pulsos de 250 ms desde -80 mV hasta +50 mV. (C)
Grafico de barras que muestra la reduccion de la Qg3 producida por el WIN55,212-2 a través de la
estimulacion del receptor CB1 a la concentracion de 100 nM en ausencia de U73122, en presencia del inhibidor,
en presencia del analogo inactivo U73343, y la que produce de forma directa sobre el canal. Cada barra
representa la media+EEM de 4 experimentos. *P <0.05 vs. CB1; “P <0.05 vs. CB1-U73122.
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A continuacion se analizaron los efectos del WINS55,212-2 en presencia del andlogo
inactivo del U73122, el U73343 (2 uM). En estas condiciones el WIN55,212-2 a la
concentracion de 100 nM producia una disminucion de la Qgyas del 52.5+£1.7% que era
significativamente mayor que la producida en presencia de U73122 (24.6+2.0%, n=4, P<0.05)
(Figura IV.44C). Estos resultados confirman la hipotesis de que la inhibicion de la Igxy43 que
produce el WIN55,212-2 a través de la estimulacion del receptor CB1, estd mediada en su
totalidad por la activacion de la PLC.

Una vez demostrada la participacion de la PLC, quisimos determinar la implicacion de la
PKC en el efecto producido por el WINS55,212-2 sobre el canal Kv4.3 mediado a través de la
estimulacion del receptor CB1, utilizando para ello la estaurosporina y la queleritrina. Ambos
compuestos son inhibidores de la PKC pero se diferencian en su potencia y en su selectividad.
La estaurosporina es un potente inhibidor de la PKC (Clso = 2.7 nM) (Tamaoki y cols., 1986)
aunque no es selectiva para esta quinasa pudiendo inhibir otras quinasas como la PKA (Riiegg
y Burgess, 1989). La queleritrina, es menos potente (Clsp = 0.66 uM) pero mas selectiva que
otros inhibidores (Herbert y cols., 1990). Este inhibidor no difunde a través de la membrana,
por lo que tuvimos que incluirlo en la solucidn interna. La corriente en situacion control era la
que se registraba justo después de la apertura del sello de alta resistencia. En la figura IV.45
se muestran trazos de lgy43 registrados a +50 mV en células CHO-CBI1, en presencia de
estaurosporina (1 pM) (Panel A) o queleritrina (2 uM) (Panel B) y en presencia de los
inhibidores y de WIN55,212-2 (100 nM).

En estas condiciones, el WIN55,212-2 producia una disminuciéon de la Qgys3 del
39.6£7.2% y del 35.9+2.6% a +50 mV en presencia de estaurosporina y queleritrina,
respectivamente. Como se puede observar el bloqueo producido por el WIN55,212-2 se vio
significativamente reducido comparado con el efecto obtenido en ausencia de los inhibidores

(n=4, P<0.05 vs. 63.7+4.5%).
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Figura IV.45. Esquema de la posible ruta intracelular de los efectos del WINS5,212-2 sobre la lky43
mediados a través del receptor CB1. (A) Diagrama en el que se muestra la via intracelular PLC/IP3/DAG y la
inhibicion de la PKC por estaurosporina y queleritrina. (B) Trazos de Ik,4; registrada en células CHO-CBI1 tras
aplicar pulsos de 250 ms desde -80 mV hasta +50 mV en situacion control (negro) y en presencia de
estaurosporina y de WIN55,212-2 (azul). (C) Trazos de lgy4; registrada en células CHO-CBI, dializadas con
queleritrina, tras romper el sello y cuando los efectos del inhibidor han alcanzado el estado estable (negro) y en
presencia de queleritrina y de WINS55,212-2 (azul), tras aplicar pulsos de 250 ms desde -80 mV hasta +50 mV.

Estos resultados sugieren que, a pesar de que la activacion de la PLC es responsable de los
efectos producidos por la estimulacion de receptores CB1 sobre el canal, sdlo parte de éstos
eran consecuencia de la activacion de la PKC.

Para averiguar qué otro mecanismo podria estar implicado en el efecto inhibitorio del
WIN55,212-2, estudiamos a continuacion la posible participacién de los niveles de Ca"
intracelular, ya que se ha demostrado que el aumento de los niveles de IP; puede ser
responsable de la movilizacion de Ca®" desde el reticulo endoplasmatico (Berridge, 2009)
(Figura IV.46A). Por ello, a continuacion, se realizé un grupo de experimentos en los que se
sustituy6 en la solucién interna el EGTA por BAPTA 20 mM, un potente quelante de Ca®’ y
se registrd la Ik en células CHO-CB1 a +50 mV en situacion control y presencia de
BAPTA y de WINS55,212-2 a la concentracion de 100 nM (Figura IV.46B).

En estas condiciones el WINS55,212-2 redujo la Qkya3 en un 35.3+£2.7% bloqueo que era
significativamente menor que el que producia en ausencia de BAPTA (n=4, P<0.05 vs.

63.714.5%). Estos resultados sugieren que la estimulacion del receptor CB1 activa la PLC lo
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que aumenta la [Ca”'];, lo cual, a su vez, es responsable de parte de los efectos inhibitorios

producidos por el WIN55,212-2.
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Figura IV.46. Esquema de la posible ruta intracelular de los efectos del WINS5,212-2 sobre la lky43
mediados a través del receptor CB1. (A) Diagrama en el que se muestra la via intracelular PLC/IP3/DAG, la
inmovilizacion de la [Ca2+]i con BAPTA vy la inhibicion de la CaMKII por KN-93. (B) Trazos de g4 ; registrada
en células CHO-CBI, sustituyendo el EGTA de la solucién interna por BAPTA, en situacion control (negro) y
en presencia de WINS55,212-2 (azul), tras aplicar pulsos de 250 ms desde -80 mV hasta +50 mV. (C) Trazos de
Ixva3 registrada en células CHO-CBI, en situacion control (negro), en presencia de KN-93 solo (morado) y en
presencia de KN-93 y WINS5,212-2 (azul), tras aplicar pulsos de 250 ms desde -80 mV hasta +50 mV. (D)
Grafico de barras que muestra la reduccion de la Qg3 producida por el WIN55,212-2 a través de la
estimulacion del receptor CB1 a la concentracion de 100 nM en ausencia de inhibidores, en presencia del
quelante de Ca" intracelular, en presencia del inhibidor de la CaMKII, y la producida de forma directa sobre el
canal. Cada barra representa la media+tEEM de 4 experimentos. *P <0.05 vs. CBI.

Como se ha mencionado anteriormente, una de las quinasas que parece ser critica en la
regulacion de la Iy, cardiaca es la CaMKII (Tessier y cols., 1999; Couchonnal y Anderson,

2008) y cuya actividad depende de la [Ca™"]; (Sergeant y cols., 2005). Por tanto, quisimos
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saber si los efectos que producia el WIN55,212-2 se debian, en parte, a la activacion de esta
quinasa o si eran consecuencia directa del aumento de la [Ca®"].

En la figura IV.46C se muestran trazos de lgy43 registrados en células CHO-CBI1, en
presencia del inhibidor de la CaMKII, el KN-93 (10 uM) solo y en presencia de WIN55,212-2
a la concentracion de 100 nM. En estas condiciones, el WIN55,212-2 producia una reduccion
de la Qkva3 del 36.613.0 que era significativamente menor que la que se obtuvo en ausencia
del inhibidor (n=4, P<0.05 vs. 63.7+4.5%) (Figura IV.45D). Estos resultados sugieren que el
aumento de la [Ca*"]; producido por la activacion de la PLC estimula la CaMKII, lo cual es
responsable de parte de la inhibicion de la lky4 3 producida por la activacion del receptor CB1.

De esta forma, seria posible pensar que el WIN55,212-2 activase la PLC y que el
consiguiente aumento de IP3 y DAG resultaran en la inhibicioén de la Ixy43 a través de dos
mecanismos puestos en marcha de forma simultanea e independiente: la activacion de la PKC
y el aumento de la [Ca*']; que a su vez activaria la CaMKIL. Por tanto, a continuacion,
quisimos comprobar si la inhibicion simultdnea de los dos mecanismos abolia completamente
el efecto inhibitorio producido por el WINS55,212-2 a través de la estimulacion del receptor
CBI1. Para ello se realizaron un ultimo grupo de experimentos en los que se quiso bloquear
tanto la parte de la via correspondiente al IP; como la correspondiente al DAG (Figura
IV.47A) sustituyendo el EGTA por BAPTA 20 mM vy registrando la Igy43 en células CHO-
CBI1 en presencia del inhibidor de la PKC, estaurosporina. En estas condiciones y como se
puede observar en la figura IV.47B, el efecto del WINS55,212-2 se vio completamente
abolido. A la concentracion de 100 nM, el WINS55,212-2 redujo la Qgys3 en un 13.5£1.5%,
resultado que no era significativamente diferente del que producia el WIN55,212-2 sobre la

Ixva3 en células sin receptor (n=4, P>0.05 vs. 18.842.0, figura IV.47C).
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Figura IV.47. Esquema de la posible ruta intracelular de los efectos del WINS5,212-2 sobre la lky43
mediados a través del receptor CB1. (A) Diagrama en el que se muestra la via intracelular PLC/IP3/DAG, la
inmovilizacion de la [Ca2+]i y la inhibicién de la PKC por estaurosporina. (B) Trazos de lg,4; registrada en
cé¢lulas CHO-CBI, sustituyendo el EGTA de la solucién interna por BAPTA (situacion control, negro), en
presencia de estaurosporina y BAPTA (morado) y en presencia de ambos y de WIN55,212-2 (azul), tras aplicar
pulsos de 250 ms desde -80 mV hasta +50 mV. (C) Grafico de barras que muestra la reduccion de la Qgya;
producida por el WINS5,212-2 a través de la estimulacion del receptor CB1 a la concentracion de 100 nM en
ausencia de inhibidores, en presencia del quelante de Ca”" intracelular, BAPTA, en presencia del inhibidor de la
PKC, estaurosporina, en presencia de BAPTA y estaurosporina simultaneamente y la producida de forma directa
sobre el canal. Cada barra representa la mediatEEM de 4 experimentos. *P <0.05 vs. CB1.

En base a estos resultados podemos concluir que el efecto inhibitorio del WIN55,212-2
sobre la Ixy43 a través de la estimulacion del receptor CB1 depende de la activacion de la PLC
que desencadena la via de senalizacion IPs/DAG y que implica la activacion de la PKC y el
aumento de la [Ca>'];, que a su vez activa la CaMKII, interaccionando ambas quinasas con

distintos sitios de la proteina del canal Kv4.3 modulando la corriente generada a través del

mismo.
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V. DISCUSION






Discusion

En la presente Tesis Doctoral hemos demostrado que los endocannabinoides AEA y 2-
AG, asi como el andlogo no hidrolizable de la AEA, la MetAEA bloquean de forma
independiente de receptor los canales cardiacos Kv4.3+KChIP2a expresados en lineas
celulares de mamifero. Sin embargo, los endocannabinoides PEA y LPI son menos potentes
para bloquear estos canales. Ademas, los datos obtenidos demuestran que los
endocannabinoides y sus analogos inhiben la corriente nativa ly,; de forma independiente de
receptor en miocitos auriculares humanos, confirmando asi los datos obtenidos sobre los
canales clonados expresados en lineas celulares. También hemos demostrado en muestras de
orejuela auricular procedentes de pacientes, que la FA produce un aumento de la expresion de
los receptores de endocannabinoides CB1, CB2 y GPRS55. Ademas, los endocannabinoides
también pueden modular los canales Kv4.3 y la corriente nativa ly,; a través de la estimulacion
de los receptores CB1 y GPRS55. Por ultimo, pudimos demostrar que los efectos producidos a
través de la estimulacion del receptor CB1 sobre el canal Kv4.3, se deben a la activacion de la
via PLC/IPs/DAG que en ultimo término estimula la CaMKII y la PKC, pudiendo modular

ambas quinasas la actividad del canal.

1. Efectos de los endocannabinoides sobre los canales Kv4.3+KChIP2a y la I

La corriente de K cardiaca que presenta una rapida activacion e inactivacion denominada
lio1 juega un papel primordial en la repolarizacion del PA cardiaco humano, tanto en la
auricula como en el ventriculo (Escande y cols., 1987; Wettwer y cols., 1994). La |y, es
particularmente importante en la fase inicial de la repolarizacion (fase 1) y condiciona la
participacion de otras corrientes y los procesos de transporte a través de la membrana que
determinan la morfologia del PA (Escande y cols., 1987). Los canales Kv4.3 junto con la
subunidad auxiliar KChIP2a son los responsables de generar la I, en tejido auricular y
ventricular humano (An y cols., 2000; Patel y cols., 2002; Rosati y cols., 2003).

Los resultados demuestran que la AEA y el 2-AG bloquean los canales cardiacos humanos
Kv4.3+KChIP2a de una forma independiente de receptor, ya que los experimentos estan
realizados en células CHO que no expresaban endégenamente ningun receptor CB conocido
(Goémez del Pulgar y cols., 2000; Chemin y cols., 2001; Lauckner y cols., 2008). Para
confirmar estos resultados se llevaron a cabo experimentos en los cuales se determinaron los
efectos de la AEA en presencia de RMB y AM630, antagonistas de los receptores CBI1 y
CB2, respectivamente (Pacher y cols., 2006). En estas condiciones, los efectos de la AEA

fueron los mismos que los que se observaron en ausencia de los antagonistas, lo cual apoya la

199



Discusion

hipotesis de que los endocannabinoides ejercen un efecto directo sobre los canales
Kv4.3+KChIP2a. De hecho ya se habian demostrado efectos directos de los
endocannabinoides sobre otros canales idnicos no cardiacos (Van der Stelt y Di Marzo, 2005;
Oz, 2006; Bondarenko y cols., 2010). Asi, la AEA bloquea de forma independiente de
receptor los canales neuronales Kv1.2 (Poling y cols., 1996), los TASK-1 (Maingret y cols.,
2001), los de Ca*" tipo T (Chemin y cols., 2001), los Kv3.1, los Kv1.1, los que generan la
corriente de tipo A de rapida inactivacion (1) (Oliver y cols., 2004) y los de Na" voltaje-
dependientes (Kim y cols., 2005).

El bloqueo producido por los endocannabinoides sobre los canales Kv4.3+KChIP2a va
acompanado de una significativa aceleracion de la cinética de inactivacion del canal.
Previamente se habia descrito que la aceleracion que produce la AEA en la cinética de
inactivacion de los canales de Na', K"y Ca*" tipo T (Poling y cols., 1996; Chemin y cols.,
2001; Maingret y cols., 2001; Oliver y cols., 2004; Kim y cols., 2005) se debia, bien a un
bloqueo de estos canales en estado abierto (Poling y cols., 1996; Chemin y cols., 2001), o
bien a un cambio conformacional en la region del filtro de selectividad (Oliver y cols., 2004).
Ademés los resultados obtenidos demuestran que el bloqueo que producen los
endocannabinoides va acompafiado de una modificacién en la dependencia de voltaje de la
inactivacion de los canales Kv4.3+KChIP2a. De nuevo, efectos similares se observaron con la
AEA sobre la dependencia de voltaje en canales de Ca®" y de Na* (Chemin y cols., 2001; Kim
y cols., 2005).

La potencia de la AEA (Clsp= 0.4+0.01 pM) y del 2-AG (Clsp= 0.31£0.01 pM) para inhibir
la lkyva3 es similar a la que presenta la AEA para bloquear los canales neuronales TASK-1 o
los de Ca®*" tipo T (Clsp= 0.33 puM) (Chemin y cols., 2001; Maingret y cols., 2001). Sin
embargo, sus efectos sobre los canales Kv4.3+KChIP2a son mas potentes que los
demostrados en los canales de Na" (Clso= 5.5 uM) de las neuronas ganglionares de la raiz
dorsal de rata (Kim y cols., 2005) o en los canales Shaker Kv1.2 (Clsp= 2.7 uM) (Poling y
cols., 1996; Oliver y cols., 2004).

Los efectos descritos sobre los canales Kv4.3+KChIP2a expresados en lineas celulares de
mamifero se reproducian cuando se registraba la |, en miocitos auriculares humanos.
Ademas de producir la misma inhibicion de la corriente, también aceleraba de la misma forma
la cinética de la inactivacion del canal. Por tanto, los resultados demuestran que la AEA
inhibe de forma independiente de receptor la corriente nativa con una potencia similar a la

inhibicion que observabamos sobre la lxya4 3.

200



Discusion

Anteriormente ya se habia demostrado que los acidos grasos modulaban la actividad de
canales Ca®>", K"y Na™ (Honoré y cols., 1994; Villaroel y Schwarz 1996; Xiao y cols., 1997 y
2001; Holmgqvist y cols., 2001; Guizy y cols., 2008) y que el AA inhibia la l;,; en miocitos
cardiacos de rata (Damron y cols., 1993). Nuestros resultados demuestran que los canales
Kv4.3+KChIP2a son especialmente sensibles al AA (Cls50=0.3£0.02 uM), mas que otros
canales como por ejemplo los Kv1.5 (Honoré y cols., 1994). Hemos descrito ademas efectos
similares para el AO que, al igual que el AA, aceleran las cinéticas de la inactivacion y
desplazan la dependencia de voltaje hacia potenciales mas negativos. Estos resultados,
nuevamente coinciden con otros descritos anteriormente en canales de K™ Kvl1.1, Kvl1.5,
Kv4.1, Kv4.2, de Ca®" tipo L y de Na™ (Honoré y cols., 1994; Villaroel y Schwarz 1996; Xiao
y cols., 1997 y 2001; Holmgqvist y cols., 2001; Oliver y cols., 2004; Guizy y cols., 2008;
Barana y cols., 2010). Quimicamente la AEA es una etanolamida derivada del AA, que puede
ser liberada mediante la hidrolisis de la AEA. Esto plantearia la duda de si la AEA ejerce los
efectos por si misma o si son debidos a la accion de sus metabolitos. Sin embargo, es
importante destacar que la MetAEA, el andlogo no hidrolizable de la AEA, también
bloqueaba los canales Kv4.3+KChIP2a con la misma potencia que la AEA y ese bloqueo
presentaba las mismas caracteristicas electrofisiologicas, lo que sugeria que los efectos
observados son producidos por la AEA per se. Ademas, el andlisis de los efectos que estos
acidos grasos ejercian sobre la lgy4.3, nos sirvid también para poder relacionar las estructura de
los endocannabinoides estudiados con la potencia con la que bloqueaban los canales
Kv4.3+KChIP2a. De esta manera pudimos observar que al aumentar el nimero de 4&tomos de
C de la cadena hidrocarbonada de las etanolamidas y 4cidos grasos estudiados (al menos en
las cadenas de entre 16 y 20 atomos de C) y al aumentar el grado de complejidad de los
compuestos, aumentaba la potencia de bloqueo. El hecho de que la potencia de bloqueo
dependa de algunos parametros de la estructura del compuesto, sugiere que los efectos son
debidos a la interaccion especifica con un sitio de unidn localizado en la proteina del canal y
capaz de reconocer este tipo de moléculas.

En varios estudios se ha sugerido que los endocannabinoides y los acidos grasos pueden
modificar la actividad de algunos canales mediante la alteracion de ciertas propiedades de la
membrana, como la fluidez, la rigidez de la bicapa lipidica o su curvatura (Andersen y cols.,
2007; Bruno y cols., 2007; Ben-Zeev y cols., 2010). Por el contrario, otros estudios han
demostrado que mediadores lipidicos como el AA u otros acidos grasos, no modifican las
propiedades de la membrana, al menos a las concentraciones a las cuales esos compuestos

inhiben las corrientes i6nicas (Pound y cols., 2001). Para comprobar si posibles
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modificaciones producidas por la AEA, el 2-AG, la PEA y el LPI en la fluidez de la
membrana celular podrian ser responsables del bloqueo de los canales Kv4.3+KChIP2a
producido por los endocannabinoides, se realizo una caracterizacion estructural y dinamica de
la membrana celular en presencia y en ausencia de los diferentes compuestos. Este analisis se
realizd mediante el estudio de la anisotropia de fluorescencia de la sonda fluorescente
lipofilica PA-DPH, que ofrece informacién semicuantitativa que permite comparar la fluidez
de las membranas celulares bajo diferentes condiciones experimentales (Mateo y cols., 1993;
Guizy y cols., 2008). Los resultados obtenidos no descartan la hipdtesis de que, a las
concentraciones utilizadas, los endocannabinoides modifiquen el orden y la microviscosidad
de la membrana. Sin embargo, demuestran que, en cualquier caso, los efectos producidos por
todos los endocannabinoides estudiados sobre la membrana de las células CHO eran los
mismos, lo cual contrasta con la diferente potencia de bloqueo de los canales Kv4.3+KChIP2a
(la AEA y el 2-AG son mucho més potentes que el LPI y la PEA). Ademas tampoco se vio
una relacion directa entre la potencia de bloqueo sobre los canales Kv4.3+KChIP2a y la
liposolubilidad de etanolamidas y 4cidos grasos utilizando sus indices de particion y
distribucion, respectivamente. Por tanto, estos resultados sugieren que estos compuestos
inhiben la corriente interaccionando directamente con el canal Kv4.3+KChIP2a y no
produciendo cambios inespecificos en las propiedades de la membrana.

Se habia descrito que cambios en los niveles de Ca®’ intracelular podrian ser los
responsables de determinados efectos producidos por los endocannabinoides (Lauckner y
cols., 2005; Zhuang y cols., 2005) por lo que también se estudié el posible papel de la
modulacion de la [Ca2+]i en los efectos de los endocannabinoides sobre a la Igy4 3. Incluyendo
BAPTA en la solucién interna se inmoviliza de manera muy eficaz el Ca>" intracelular (Stern,
1992) y asi, en este grupo de experimentos, pudimos comprobar que los efectos de la AEA
eran iguales que cuando se usaba EGTA, tanto en el porcentaje de bloqueo sobre el canal
medido como en la disminucidn de la Qky43, como en la aceleracion del curso temporal de la
inactivacion, aportando un dato mds que apoya la hipdtesis del efecto directo que estos

compuestos producen sobre el canal Kv4.3+KChIP2a.

2. Determinacion del posible sitio de union de los endocannabinoides al canal

Kv4.3+KChIP2a

Se ha descrito que diferentes subunidades auxiliares pueden modificar los efectos de los

endocannabinoides sobre diferentes corrientes idnicas. Se ha visto que la aceleracion de la
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inactivacion de la I producida por el AA dependia de la presencia de KChIP (Holmqvist y
cols., 2001) y que los efectos producidos sobre la Igs por diferentes acidos grasos dependian
de la presencia de minK (KCNEI) (Doolan y cols., 2002). Los canales Kv4.3 junto con la
subunidades auxiliares KChIP2a, DPP6 y MiRP2 (KCNE3) son las responsables de generar la
lo1 (Nerbonne y Kass, 2005; Radicke y cols., 2005 y 2006; Delpon y cols., 2008). Al analizar
los efectos de la AEA sobre la lky4 3 registrada en células cotransfectadas con las subunidades
auxiliares DPP6 o MiRP2 pudimos comprobar que su presencia no modificaba el bloqueo
producido por el endocannabinoide sobre el canal Kv4.3+KChIP2a, por tanto, los efectos
observados no dependian de la presencia de subunidades auxiliares. Es mas, los efectos
directos observados de la AEA sobre los canales nativos que generan la corriente cardiaca
auricular humana ly,;, en presencia de los antagonistas de receptores CB1 y CB2, son los
mismos que los que producia sobre los canales Kv4.3+KChIP2a transfectados en células
CHO.

En estudios previos se ha demostrado que la AEA bloquea los canales Kv1.2, Kvl.5 y
Kv3.4 por la cara extracelular de la membrana (Honoré y cols., 1994; Poling y cols., 1996;
Oliver y cols., 2004; Guizy y cols., 2008; Barana y cols., 2010), mientras que el bloqueo de
los canales de Ca”" tipo T aparece solo cuando se aplica en la cara intracelular (Chemin y
cols., 2001). En los experimentos en los que se dializaron las células con AEA o con MetAEA
no aparecid practicamente bloqueo. Estos resultados sugieren que el posible sitio de union de
los endocannabinoides esta situado en la parte externa del canal Kv4.3+KChIP2a.

El hecho de que la AEA so6lo produzca sus efectos sobre la lkys3 cuando es aplicada
extracelularmente, unido al hecho de que la subunidad auxiliar KChIP2a es intracelular y de
que las subunidades auxiliares no son responsables de los efectos observados, descartan la
hipdtesis de que el sitio de union esté localizado en la subunidad KChIP2a y sugieren que la
AEA produce sus efectos sobre la parte extracelular de la subunidad o Kv4.3.

La interaccion directa de etanolamidas y 4acidos grasos con las proteinas de canales ya se
habia demostrado anteriormente (Honoré y cols., 1994; Poling y cols., 1996; Xiao y cols.,
1997, 2001; Van den Bossche y Vanheel 2000; Chemin y cols., 2001; Maingret y cols., 2001;
Oliver y cols., 2004; Van der Stelt y Di Marzo, 2005; Kim y cols., 2005; Oz, 2006; Guizy y
cols., 2008) e incluso se habia descrito que una sola mutacion en el D1-S6 de la subunidad o
del canal de Na" cardiaco humano determina el bloqueo producido por los 4cidos grasos
(Xiao y cols., 2001).

Asumiendo la existencia de un sitio de uniéon para endocannabinoides en la cara

extracelular del canal Kv4.3, es dificil entender por qué la aparicion del bloqueo es tan lenta y
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por qué el bloqueo es tan persistente incluso después de largos periodos de lavado con
solucion carente de compuesto. Sin embargo, este comportamiento es similar al observado
con la AEA en los canales de Na', Kv1.2 y TASK-1 (Maingret y cols., 2001; Oliver y cols.,
2001; Kim y cols., 2005). Los endocannabinoides y sus analogos se sitian en la bicapa
lipidica y se aproximan hasta sus sitios de accion (incluso a los propios receptores CB1, que
estan orientados hacia el exterior de la membrana) por difusion lateral (Makriyannis y cols.,
2005; Tian y cols., 2005). Los endocannabinoides difundirian lentamente por la membrana
hasta llegar a la porcion extracelular del canal Kv4.3, lo cual podria ser la causa de la lenta
aparicion y desaparicion de los efectos. La informacion que existe sobre las propiedades
conformacionales de la AEA en la membrana es controvertida. Sin embargo, muchos estudios
localizan el grupo etanolamida cerca de la interfase, permitiendo la interaccidon entre este
grupo y el residuo L192 del receptor CB1 situado en la porcion extracelular (Song y Bonner,

1996).

3. Efectos de los endocannabinoides y analogos mediados a través de la estimulacion

de receptores CB sobre la Iky43y l1a I

Existen diversos estudios que analizan la relacion del SCE con el aparato cardiovascular,
sin embargo, se conoce muy poco a cerca de los efectos que la modulacion de este sistema
puede ejercer sobre la actividad eléctrica cardiaca. Tras haber comprobado que en tejido
auricular humano podemos encontrar receptores y mediadores del SCE, se analizaron los
posibles efectos electrofisiologicos de la activacion de este sistema sobre la corriente lgys3,
primero, a través de la estimulacion del receptor CB1 por el WINS55,212-2 y después, a través
de la estimulacion del receptor GPR55 mediante el LPI y la PEA.

Las células CHO que expresaban de forma estable el receptor CB1 o el receptor GPR55
en las que se transfectaba transitoriamente el canal Kv4.3, no poseian la subunidad auxiliar
KChIP2a, pero se ha demostrado que estas células expresan enddégenamente una proteina
similar (KChIP2-like) (Patel y cols., 2002). Las corrientes generadas en este sistema de
expresion se compararon con las corrientes generadas en células CHO transfectadas de forma
estable con el canal Kv4.3+KChIP2a usadas para analizar los efectos directos de los
endocannabioides sobre el canal. Se pudo comprobar que tanto las capacitancias celulares,
como las amplitudes méximas de corriente eran iguales (Tabla II1.2 en Material y métodos).
Ademas las constantes cinéticas de activacion e inactivacion del canal no eran

significativamente distintas en ningun caso.
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Corriente ljglﬁllzl;o(:)e Tactivacion (ms) | T;inactivacion (ms) T, inactivacion (ms)
lkvas 42 0.9+0.1 92.4+4.1 33.9+2.1
lkva3-CB1 25 0.9+0.2 152.46+9 .4 31.9+2.9
lkvs3-GPR55 51 0.8+0.1 139.1+4.2 23.3+1.8

Tabla V.1. Valores medios de las constantes cinéticas de la activacion e inactivacién de la I, ; registrada
en los diferentes tipos de células utilizados. Los datos representan la mediatEEM del numero de experimentos
(n) que se mencionan.

3.1. Modulacion de la Ixy43 y de la ¢, a través de la estimulacion del receptor CB1

En los receptores CB1 el WIN55,212-2 es un cannabinoide mas potente y mas eficaz que
la AEA (Luk y cols., 2004; Ryberg y cols., 2007). Esto hecho unido a que la AEA ejerce
efectos directos muy marcados sobre el canal Kv4.3, nos llevo a elegir el compuesto sintético
como herramienta para analizar los efectos mediados a través del receptor CB1 sobre el canal
y las posibles rutas intracelulares responsables de los mismos.

Al comparar los efectos del WIN55,212-2 sobre la lgys3 en células CHO que no
expresaban endégenamente ningun receptor CB con los efectos que producia el WINS55,212-2
sobre la corriente registrada en células CHO-CB1, observamos que el WINS55,212-2 bloquea
los canales cardiacos humanos Kv4.3 de una forma independiente de receptor pero también
bloquea estos canales, y con mayor potencia, a través de la estimulacion del receptor CB1. Se
han descrito resultados similares para el WIN55,212-2 sobre canales neuronales de Na™ o de
Ca” tipo N, donde se vio que los efectos eran tanto directos, como mediados a través de la
estimulacion del receptor CB1 (Shen y Thayer, 1998; Guo e Ikeda, 2004; Németh y cols.,
2008). En ambos casos, los efectos mediados a través de receptor aparecian a concentraciones
significativamente menores que los efectos directos.

La inhibicién producida por el WIN55,212-2 sobre la Igy43 registrada en células CHO-
CBI iba acompafiada de una significativa aceleracion de la cinética de inactivacion y de un
desplazamiento de la dependencia de voltaje de la inactivacion de los canales Kv4.3 hacia
potenciales mas negativos. En estudios previos también se demostré que la activacion del
receptor CB1 por el WIN55,212-2 inhibia las corrientes de Ca®" tipo N y P/Q (Cailfield y
Brown, 1992; Mackie y Hille, 1992; Mackie y Lai, 1995; Pan y cols., 1996; Twitchel y cols.,
1997) y otras corrientes de K™ neuronales como la tipo D (Ip) o la tipo M (ly) (Deadwyler
1993; Deadwyler y cols., 1995; Pan y cols., 1996; Mu 1999). Sin embargo, Deadwyler y
colaboradores describieron un aumento de la corriente 15 registrada en neuronas de

hipocampo de rata y un desplazamiento hacia potenciales mas positivos en la dependencia de
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voltaje de la inactivacion por efecto del WINS55,212-2 sobre esa corriente (Deadwyler y cols.,
1995). Un afio mas tarde, en el estudio de Pan y colaboradores, se describid un ligero aumento
de la I, producido por el WINS55,212-2 pero que no iba acompafiado de modificaciones en la
dependencia de voltaje de la inactivacion (Pan y cols., 1996). En este articulo se propuso que
las discrepancias en los resultados se podian a deber a que los registros de la corriente se
realizaron en diferentes tipos neuronales. En los estudios de Deadwyler, la | se registraba en
neuronas de hipocampo (Deadwyler y cols., 1995) mientras que en el estudio de Pan, los
experimentos se realizaron en neuronas del ganglio cervical superior (Pan y cols., 1996).

A pesar de que la corriente neuronal |, se activa y se inactiva muy rapidamente y a los
mismos potenciales a los que se activa la |, las diferencias entre aquellos estudios y nuestros
resultados se pueden deber a que en cerebro la | estd generada principalmente por canales
Kv4.2 (Maletic-Savatic y cols; 1995; Alonso y Widmer 1997; Serddio y cols., 1994; Martina
y cols., 1998) mientras que en el corazén humano, las subunidades o Kv4.3 son las
responsables de la li,; (Dixon y cols., 1996; Kong y cols., 1998; Dilks y cols., 1999). Otra
razon de los diferentes resultados obtenidos podria ser la activacion de diferentes vias de
sefalizacion. El aumento de la corriente neuronal |4 por el WIN55,212-2 a través de CB1 se
debe a la activacion de la via de sefalizacion AC/AMPc/PKA (Deadwyler y cols., 1995;
Hampson y cols., 1995). En nuestros resultados, el bloqueo de los canales Kv4.3 producido
por el WINS55,212-2 en presencia de 9-CPA en células CHO-CBI, era similar a la que
producia en ausencia de este inhibidor de la AC, pudiendo descartar asi, que los efectos fueran
debidos a la activacion de esta via. Posteriormente demostramos que la inhibicién de la
corriente cardiaca lgy43 por el WINS5,212-2 a través del receptor CB1 se debe a la activacion
de la PLC que en tultimo término activa la PKC y la CaMKII que interaccionarian con
distintos sitios de la proteina del canal Kv4.3 modulando la corriente generada a través del
mismo. Ademas, y lo que es mas importante, los resultados obtenidos al analizar los efectos
de la estimulacion selectiva del receptor CB1 sobre la |, registrada en miocitos auriculares
humanos, permitieron demostrar que el WIN55,212-2 inhibia la corriente nativa y que los
efectos sobre ésta eran similares a los observados sobre los canales Kv4.3 expresados en

células CHO-CBI1.
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3.2. Cascada intracelular responsable de la inhibicion de la lky43 por el WINS5,212,2

Los endocannabinoides producen la mayoria de sus efectos a través de la activacion del
receptor CB1 mediante su unién a proteinas Gi/o, cuya principal via de sefializacion es la
activacion secuencial de la AC y la PKA (Howlett y cols., 1986; Glass y Felder, 1997;
Pertwee, 1997; Howlett y cols., 2002). Otra de las vias mds comunes descritas en la
estimulacion del receptor CB1 es la que produce la activacion de proteinas Gg/11 y de la PLC
(Sugiura y cols., 1997; Mombouli y cols., 1999; Lauckner y cols., 2005; De Petrocellis y
cols., 2007).

Como se ha mencionado, nuestros experimentos demostraban que la inhibicion producida
por el WINS55,212 sobre la Iky4 3 registrada en células CHO-CB1 se debia a la activacion de la
PLC ya que en presencia de un inhibidor de dicha lipasa, el U73122, se abolian los efectos del
cannabinoide sobre la corriente, quedando una pequena fraccién de bloqueo que correspondia
al efecto directo sobre el canal Kv4.3 ejercido por el WINS55,212-2. La estimulacion del
receptor CB1, tanto en sistemas de expresion como en diferentes tejidos, produce un aumento
del Ca*" intracelular a través de la activacion de la proteina Gq/11 y de la PLC. (Lauckner y
cols., 2005; MclIntosh y cols., 2007). La activacion de la PLC resulta en la hidrélisis del PIP2,
dando lugar a los segundos mensajeros IP; y DAG (Sugiura y cols., 1997; Mombouli y cols.,
1999; De Petrocellis y cols., 2007). La produccién de IP; provoca la liberacion de Ca*" desde
los depositos intracelulares (Berridge, 2009) y por su parte, el DAG activa la PKC
(Nishizuka, 1992). Como se ha descrito en los resultados, aproximadamente la mitad del
efecto producido por el WINS55,212-2 a través de la estimulacion del receptor CB1, podia ser
suprimido en presencia de BAPTA, un potente quelante de Ca®" intracelular. Ademas, en
nuestros experimentos, se ha comprobado que el aumento de la [Ca*']; producido por la
activacion de la PLC activaba la CaMKII, la cual era la responsable de parte de la inhibicion
de la Ikya3 producida por el WINS55,212-2 a través de la activacion del receptor CB1. Se han
relacionado multitud de quinasas que fosforilan las proteinas que forman los canales,
modulando, de esta manera, las corrientes generadas a través de estos. En particular, la
CaMKII parece ser critica en la regulacion de la |, cardiaca (Tessier y cols., 1999;
Couchonnal y Anderson, 2008). La fosforilacion del canal Kv4.3 por la CaMKII se podria
producir en alguno de los tres residuos que se han descrito como sitios de fosforilacion para
dicha quinasa: la treonina 53 en el extremo N-terminal y las serinas 516 y 550 en el C-

terminal (Sergeant y cols., 2005) (Figura V.1).
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Parte del efecto del WINS55,212-2 sobre la Iky43 registrada en células CHO-CBI, era

consecuencia de la activacion de la ruta DAG/PKC, ya que como pudimos observar, en

presencia de inhibidores de esta quinasa (estaurosporina y queleritrina) ese efecto se abolia.

Los posibles sitios consenso de fosforilacion por PKC del canal Kv4.3 son las serinas 47, 164,

444,499, 530 y 548 y/o las treoninas 53, 69, 100, 313, 504 y 588 (Van der Heyden y cols.,

2006). El canal Kv4.3 tiene dos isoformas, una corta y otra larga. La forma larga tiene un

inserto de 19 aminodcidos entre el residuo 489 y el 509 en el que se encuentran la S499 y la

T504, dos de los doce sitios consenso de fosforilacion por PKC (Figura V.1) (Kong y cols;

1998; Po y cols., 2001). Ambos sitios quedarian excluidos de ser los posibles sitios de

fosforilacion ya que el ADN que codifica para el canal Kv4.3 que nosotros transfectamos en

las células CHO-CBI1 es la forma corta.
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Figura V.1. Estructura y secuencia de aminoacidos de los canales humanos Kv4.3. El extremo C-terminal
corresponde a la version larga del canal Kv4.3 (Kv4.3-L). Se muestran diversos sitios de fosforilacion en la
secuencia del canal y los sitios especificos para las serina/treonina quinasas, incluyendo la PKA (naranja), PKC
(verde), PKG (morado); CaMKII (rojo) y ERK (amarillo). [Adapatada de Niwa y Nerbonne, 2010]
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La inhibicién simultanea de los dos mecanismos (inmovilizacion del Ca" intracelular con
BAPTA e inhibicion de la PKC con estaurosporina) abolia completamente el bloqueo del
canal Kv4.3 producido por el WINS55,212-2 a través de la estimulacion del receptor CB1. En
estas condiciones se observaba un pequefio porcentaje de bloqueo del canal Kv4.3, que era
igual al obtenido utilizando el inhibidor de la PLC, y que a su vez, era igual al porcentaje de
bloqueo que el WINS55,212-2 ejercia de forma directa. Por tanto, estos datos sugieren que el
WINS5,212-2, a través de la estimulacion del receptor CB1, puede activar la PLC y que el
consiguiente aumento de IP; y DAG resulta en la inhibicién de la lxy43 a través de dos
mecanismos puestos en marcha de forma simultanea e independiente: la activacion de la PKC
y de la CaMKII. Estd ampliamente descrito que ambas quinasas pueden regular la Iy, y los
canales Kv4.3 (Pucéat y cols., 1994; Nakamura y cols., 1997; Tessier y cols., 1999; Wang y
cols., 2001a; Li y cols., 2006b; Van der Heyden y cols., 2006; Couchonnal y Anderson 2008;
Niwa y Nerbonne, 2010). Por ejemplo la estimulacién del receptor muscarinico M2 por el
carbacol en miocitos de rata bloqueaba los canales Kv4.3 a través de su fosforilacion por
PKC, efecto que podia ser consecuencia de la activacion previa de la PLC (Nakamura y cols.,
1997). Existen datos previos en la literatura que demuestran la modulacion de la li,; mediante
la activacion simultanea de la PKC y de la CaMKII. De hecho, Wang y colaboradores
describieron que la reduccion que producia la fenilefrina a través de la estimulacion de
receptores adrenérgicos sobre la ly,; era consecuencia de la accion conjunta de la PKC y de la

CaMKII (Wang y cols., 2001a).

3.3. Efectos del LPI y de la PEA mediados a través del receptor GPRS5S5 sobre la lgy43
y la ¢

Se ha sugerido que en el aparato cardiovascular debe existir al menos otro receptor para
cannabinoides diferente de CB1 y de CB2. El receptor que surgiéo como principal candidato
fue el GPR55 (Baker y cols., 2006; Lauckner y cols., 2008; Waldeck-Weiermair y cols.,
2008). Su ligando enddgeno natural es el LPI aunque se ha descrito que también puede ser
activado por otros compuestos como la AEA o la PEA (Sawzdargo y cols, 1999; Baker y
cols., 2006; Oka y cols., 2007; Pertwee, 2007; Ryberg y cols., 2007). Como hemos visto
anteriormente, el LPI y la PEA no son compuestos muy potentes para bloquear de forma
directa los canales Kv4.3+KChIP2a, por lo que eran una herramienta Optima para poder

estudiar los posibles efectos debidos a la estimulacion del receptor GPRSS.
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La estimulacion del receptor GPR55 mediante LPI o PEA inhibe la lky43. Mas aun, los
efectos producidos por estos compuestos a través del receptor GPR55 son significativamente
mas marcados que los producidos de forma directa. Se han descrito resultados similares en
cé¢lulas HEK-293 que expresaban el receptor GPRSS5 y el canal Kv7.2/Kv7.3 que genera la |y
neuronal. La estimulacion del receptor por diferentes agonistas producia una mayor inhibicion
de la corriente que la que éstos producian en células que no expresaban el receptor GPR55
(Lauckner y cols., 2008). Sin embargo, aunque el LPI es un compuesto mas potente para
bloquear el canal Kv4.3 a través de la estimulacion del receptor que de forma directa sobre el
canal, también hay que destacar que la inhibicidbn maxima de la corriente solo alcanzaba el
40%.

El bloqueo que producen el LPI y la PEA sobre los canales Kv4.3 medido como la
disminuciéon de la Qgys3 es muy similar. Ademas, ninguno de los dos compuestos modificd
las constantes cinéticas de la inactivacion de forma significativa, aunque en el caso de la PEA
se apreciaba una tendencia hacia una aceleracion de las contantes de tiempo, tanto del
componente rapido como del lento, pero que no alcanzaba significacion estadistica. Se
observo, en cambio, diferencias significativas en cuanto a la modificacion que producen
ambos compuestos sobre la dependencia de voltaje de la inactivacion. Mientras que el LPI no
modificaba los valores de Vj, de la curva de inactivacion, la PEA desplazaba la curva de
inactivacion hacia potenciales mas negativos de forma significativa.

Los resultados obtenidos en sistemas heterdlogos de expresion no se pudieron reproducir
en las células nativas, motivo por el cual, los efectos sobre la lkys3 mediados a través del
receptor GPR55 no fueron analizados en mayor profundidad. La relacion entre el grado de
ocupacion del receptor y la respuesta del agonista puede depender de la densidad del receptor
en la membrana. Cuanto mayor sea el nivel de expresion, menor nivel de ocupacion se
necesitaria para producir una respuesta determinada, asumiendo que los niveles de todos los
intermediarios no estuviesen limitados. Al analizar la expresion del receptor GPRS5S5 en
muestras de pacientes en RS y con FA pudimos comprobar que estd mas expresado en
muestras procedentes de pacientes con FA. Seria necesario, por tanto, realizar experimentos
en miocitos de pacientes con FA para comprobar si los efectos son diferentes de los obtenidos
en miocitos procedentes de pacientes en RS y poder relacionarlo asi, con un aumento de la

expresion del receptor.
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4. Implicaciones clinicas de los resultados

Las acciones cardiovasculares de los endocannabinoides son complejas y muy variadas.
Se han descrito efectos sobre la vasculatura, el miocardio y el sistema nervioso autdbnomo
(Pacher y cols., 2005b y 2006, Li y cols., 2009b). Los efectos mediados a través de la
interaccion de los endocannabinoides con sus receptores sobre el aparato cardiovascular
(descenso de la presion arterial, contractilidad y frecuencia cardiacas) han sido descritos
extensamente (Pacher y cols., 2005a y b, 2006). Por otra parte, se han descrito efectos directos
de estos compuestos sobre la excitabilidad neuronal (Venance y cols., 1995), la modulacién
del dolor (Wiley y cols., 2006) y la funciéon cardiovascular (Pacher y cols., 2005b, 2006). En
este sentido, la AEA puede modular canales idnicos, activar receptores vanilloides y actuar
sobre otras dianas (Pacher y cols., 2005b; Oz, 2006). Sin embargo, se conoce muy poco sobre

sus efectos cardiacos, particularmente sobre la actividad eléctrica.

4.1. El1 SCE en diferentes situaciones patologicas

Se ha descrito que en diversas situaciones patologicas se produce un aumento de la
sintesis de endocannabinoides y/o de la expresion de sus receptores (Varga y cols., 1998;
Wang y cols., 2001b, Pertwee 2005b; Naccarato y cols., 2010; Miller y Devi, 2011). Los
endocannabinoides y sus andlogos pueden ser sintetizados en el corazon (Pacher y cols, 2005,
20006) y por ello, en diferentes articulos se ha propuesto que en determinadas patologias del
aparato cardiovascular, podria ocurrir lo mismo. En miocardio y aorta de rata se vio un
aumento de expresion del receptor CB1 en animales hipertensos en los cuales la AEA
provocaba una disminucion de la presion arterial, la contractilidad y las resistencias
vasculares (Lake y cols., 1997; Batkai y cols., 2004b). Asimismo, se ha descrito que los
receptores CB2 estaban mas expresados en plaquetas ateroscleréticas de rata y humano que en
sus respectivos controles (Steffens y cols., 2005), en diferentes cdnceres en humanos existe un
aumento en la expresion de receptores CB (Sarfaraz y cols., 2008) y en tejido adiposo de ratas
Zucker obesas hay un aumento en la expresion de los receptores CB1 (Bensaid y cols., 2003).
Incluso se ha descrito recientemente que el receptor GPR55 estd mas expresado en tejido
adiposo de pacientes obesos y con diabetes tipo 2 que en sujetos no obesos (Moreno-
Navarrete y cols., 2012).

Por otra parte, se ha descrito que un aumento en los niveles de 2-AG produce una

disminucién de la placa de ateroma en arterias coronarias de ratones a través de la activacion
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del receptor CB2 (Steffens y cols., 2005) y que ademas, ese aumento, tiene efectos protectores
frente a la isquemia miocardica y la hipoxia en ratas (Joyeux y cols., 2002; Shmist y cols.,
2006). En humanos, se ha descrito un aumento de los niveles de AEA y 2-AG en pacientes
con infarto agudo de miocardio o en condiciones de isquemia/reperfusion (Wang y cols.,
2011). Estos cambios en los niveles de endocannabinoides tendrian efectos cardioprotectores
debido a su accidn sobre los receptores CB (Wang y cols., 2011). También se ha visto que los
niveles en suero de AEA y 2-AG estan aumentados en pacientes que han sufrido shock
endotdxico (Wang y cols., 2001b).

Otro ejemplo importante es la participacion del SCE en la génesis de la obesidad y en la
del sindrome metabodlico (SM) (Ravinet y cols., 2003; Di Marzo y Petrosino, 2007; Mouslech
y Valla, 2009). En Espaia, 1 de cada 2 adultos tiene sobrepeso, el 16% son obesos (Devaux y
Sassi, 2012) y un 31% de la poblacion presenta SM (Fernandez-Bergés y cols., 2012). La
relacion entre la obesidad y el riesgo de desarrollar diversas enfermedades cardiovasculares
ha sido bien estudiada en multiples estudios epidemiolédgicos (Stern, 1995; Rexrode y cols.,
1996; Arone, 2001; Chaput y cols., 2005; Anand y cols., 2008; Mattioli, 2011). De hecho, se
ha descrito que un aumento en los niveles plasmaticos de endocannabinoides (que estan
aumentados en pacientes obesos respecto a sus controles) (Pertwee, 2005b; Di Marzo y
Petrosino, 2007, Matias y cols., 2006; Coté y cols., 2007; Aronne e Isoldi, 2007), se
correlacionaba con un mayor riesgo de eventos cardiovasculares (Coté y cols., 2007; Hiley,
2009; Quercioli y cols., 2011), por lo que una de las nuevas estrategias que se propuso en el
tratamiento de la obesidad fue la modulacion del SCE. Ademas, la obesidad y el SM son un
factor de riesgo asociado a patologias que aumentan la incidencia de FA (p.ej. HTA,
cardiopatia isquémica, diabetes, insuficiencia cardiaca) asi como a la propia FA (Fuster y
cols., 2006; Wang y cols., 2004; Dublin y cols., 2006; Nicolaou y cols., 2007; Wanahita y
cols., 2008; Watanabe y cols., 2008b; Zacharias y cols., 2005). En 2008 se llevé a cabo un
meta-analisis de 16 estudios que incluian 123.249 pacientes y demostrd que el sobrepeso y la
obesidad aumentaban el riesgo de FA en un 39% y en un 87%, respectivamente (Wanahita y
cols., 2008). Ello ha llevado a proponer que una reduccion del peso corporal podria asociarse

a una menor incidencia de FA (Wang y cols., 2004; Wanahita y cols., 2008).

4.2. Modulacion del SCE en la FA

Los endocannabinoides y sus analogos pueden ser sintetizados en el corazén (Pacher y

cols, 2005a y b, 2006). Estos no se almacenan sino que son producidos “a demanda”, estando
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su sintesis estimulada en situaciones de dafo tisular (Pacher y cols, 2006). Parece razonable
asumir que, de forma analoga, en el miocardio, la sintesis de estos compuestos aumentase en
situaciones de taquiarritmias auriculares como la FA, en la que se produce inflamacion, estrés
oxidativo, fibrosis intersticial y apoptosis (Kourliouros y cols., 2009). Ademas la FA se
caracteriza por la presencia en el electrocardiograma de una actividad auricular rapida (>400
latidos/min) de amplitud variable y una respuesta ventricular irregular y se ha demostrado que
la sintesis de endocannabinoides, en tejido nervioso, aumenta al estimularlo a altas
frecuencias y al aumentar la [Ca®'];, (Pacher y cols., 2006), condiciones que también estan
asociadas a la FA (Kourliouros y cols., 2009) y que podrian, por tanto, relacionarse con un
aumento en la sintesis de endocannabinoides.

La FA es la arritmia con mayor prevalencia (hasta un 9% en los mayores de 80 afios) y la
que mas hospitalizaciones y gastos sanitarios origina (Fuster y cols., 2006). Ademas de la
sintomatologia propia de la arritmia, la FA aumenta la incidencia de insuficiencia cardiaca y
de tromboembolismos e ictus (5.3% vs 0.8% en pacientes tratados con antiagregantes y
anticoagulantes) y duplica la mortalidad (Fuster y cols., 2006, Hart y Halperin, 2001). La FA,
per se, altera/remodela las propiedades electrofisiologicas del tejido auricular, produciendo un
acortamiento no uniforme de la DPA y del periodo refractario auricular que es secundario a
cambios en la expresion de los canales que participan en la repolarizacion auricular (Fuster y
cols., 2006, Tamargo y cols., 2004a; Nattel y cols., 2007). Este remodelado eléctrico
promueve el mantenimiento y recurrencia de la arritmia y es responsable de la pérdida de
efectividad de los farmacos antiarritmicos clasicos cuando la arritmia persiste mas de 72
horas.

En esta Tesis Doctoral se ha descrito por primera vez un aumento de la expresion de los
receptores CB1, CB2 y GPRS55 en tejido cardiaco auricular de pacientes con FAc con respecto
a aquellos que permanecian en RS. Anteriormente se habia descrito que un aumento de la
expresion de los receptores CB1 en el corazon se relacionaba con un aumento en la
lipogénesis que contribuiria a la formacion ectdpica de grasa en este 6rgano (Osei-Hyiaman y
cols., 2005), que es per se un factor de riesgo independiente de eventos cardiovasculares
(Montani y cols., 2004; Kankaanpéd y cols., 2006). De igual forma, se ha descrito, que la FA
produce cambios en la expresion de diferentes receptores presentes en el miocardio, como el
receptor de angiotensina II tipo I (Boldt y cols., 2003), los receptores muscarinicos (Yeh y
cols., 2007) o de forma mads reciente, los receptores P-adrenérgicos (de la Fuente y cols.,
2012), por lo que es posible que el aumento de la expresion de los receptores CB1, CB2 y

GPR55 podria formar parte del complejo remodelado que induce la FA. Por tanto, los datos
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sugieren una implicacion directa del SCE en la FA, por lo que la modulacion de este sistema
podria representar una nueva estrategia en el abordaje de la FA, particularmente, en pacientes

obesos 0 con sobrepeso.

4.3. Implicaciones de la inhibicion de la l¢; en pacientes con FA

En el presente estudio, se demuestra por primera vez, que los endocannabinoides a
concentraciones dentro del rango micromolar bajo (=0.5 uM), bloquean de forma directa los
canales cardiacos humanos Kv4.3 asi como la corriente nativa l;,;. Ademas, la estimulacion
de los receptores CB1 y GPRS55 también inhibe, y de forma mas potente la lxya3 y la lo;. Los
estudios de desplazamiento de radioligandos indican que los valores de K; de la AEA y del 2-
AG estan comprendidos entre 31-543 nM y 58-519 nM, respectivamente para los receptores
CB1 y que los del LPI y de la PEA oscilan entre 4nM y 1.2 uM para los receptores GPRS55
(Ryberg y cols., 2007; Kapur y cols., 2009). Sin embargo, es muy dificil establecer un rango
de concentraciones fisiologicas para los endocannabinoides, ya que son sustancias muy
lipofilicas que se sintetizan y acumulan en las membranas celulares.

La lo juega un papel determinante en el mantenimiento de la amplitud y de la duracion de
la fase de meseta del PA auricular cardiaco humano. La potente inhibicion de la lgyas
producida por los endocannabinoides deberia ser considerada para tratar de entender los
posibles efectos del SCE sobre la electrofisiologia cardiaca.

Hasta hace poco tiempo, se creia que prolongar la duraciéon de la parte final del PA
bloqueando las corrientes Ik, € Ixs era la mejor estrategia terapéutica en el tratamiento de la
FA. De esta forma, el periodo refractario se prolongaria y, con ello, cesaria la reentrada del
impulso en el miocardio porque el frente de onda que estaba avanzando sobre la cola de
refractariedad se encontraria ahora con tejido inexcitable (Allessie y cols., 1973). Tanto los
datos clinicos como los experimentales, han demostrado que esta estrategia basada en la
prolongacion de la longitud de onda (LO= velocidad de conduccién x periodo refractario) es
totalmente ineficiente en la FA (Cosio y Delpon, 2002). Los estudios de mapeo Optico con
colorantes potenciométricos, han llevado a la demostracion de que los frentes que invaden el
miocardio son curvos, de tal forma que giran en torno a un punto estacionario (pivote) de
forma similar a un vortice o rotor. Los modelos matematicos sobre la dindmica de estas
fuentes de reentrada sostenida de alta frecuencia o rotores propuestos por el Dr. Jalife y Nattel
han demostrado que es el bloqueo de las corrientes que determinan la fase de meseta del PA

auricular, la ly; y la Ik, lo que hace que el rotor que genera la arritmia se extinga (Figura

214



Discusion

V.2) con minimos efectos sobre la repolarizacion ventricular (Blaauw y cols., 2004;

Burashnikov y cols., 2004; Wettwer y cols., 2004).

Bloqueo de la |, Bloqueo de la I,

AN UMWMW
0 3 6 9 0 3 6 9
Tiempo (s) Tiempo (s)
Bloqueo de la |, Bloqueo de la |, ,

Terming
Termina
0 2 4 0 3 6
Tiempo (s) Tiempo (s)

Figura V.2. Efecto sobre los rotores del bloqueo de corrientes de K*. Actividad de los rotores registrada en
un pseudo-ECG cuando se bloquean individualmente las principales corrientes de salida de K': Iy, I, Ixur € lior-
[Adaptada de Pandit y cols., 2005]

La potente inhibicion de la Iy, producida por la AEA y otros endocannabinoides descrita
en esta Tesis Doctoral podria aumentar la duracion de la fase de meseta del PA auricular
humano, efectos que, como se ha comentado, han sido propuestos como criticos para el cese
de las fuentes de reentrada sostenida de alta frecuencia (rotores), que pueden ser responsables

de la FA (Pandit y cols., 2005).
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Conclusiones

En la presente Tesis Doctoral hemos analizado los efectos de los endocannabinoides y sus
analogos sobre los canales Kv4.3 expresados en células CHO y en células CHO que
expresaban de forma estable los receptores CB1 y GPR55, y sobre la corriente nativa li;
registrada en miocitos auriculares humanos. Ademas hemos analizado la expresion de los
receptores CB en tejido auricular de pacientes con FAcC y en RS, asi como la ruta intracelular
por la que el WIN55,212-2 ejerce sus efectos a través de la estimulacion del receptor CB1. De

los resultados obtenidos se pueden extraer las siguientes conclusiones:

1) Los endocannabinoides AEA y 2-AG, asi como el analogo no hidrolizable de la AEA,
la MetAEA inhiben, de una forma independiente de receptor, la corriente cardiaca lio;
registrada en miocitos auriculares humanos, asi como la corriente generada por el canal
Kv4.3. Sin embargo, los endocannabinoides PEA y LPI son menos potentes para inhibir 1a li;

y la Ikva3 que los primeros.

2) El blogueo que producen los endocannabinoides sobre el canal Kv4.3+KChlP2a es
consecuencia de su interaccion directa con la subunidad alfa-Kv4.3 que forma el poro del

canal.

3) El posible sitio de unién de los endocannabinoides esta situado en la parte externa de la
subunidad alfa-Kv4.3, quedando descartado que los efectos sean debidos a uniones a

diferentes proteinas auxiliares o a perturbaciones en la membrana celular.

4) Los receptores CB1, CB2 y GPR55 se expresan en tejido cardiaco auricular. La FAc
aumenta la expresion de los tres receptores, siendo este aumento mas marcado en el caso de

los receptores GPR55.
5) La estimulacion de los receptores CB1 inhibe la lIkyw3 y la corriente nativa ly;
registrada en miocitos auriculares humanos, siendo este efecto mas marcado que el que

ejercen los endocannabinoides estudiados de forma directa sobre el canal.

6) La estimulacion de los receptores GPR55 inhibe la lkys.3 €n sistemas hetr6logos pero no

modifica la ly; registrada en miocitos auriculares humanos.
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7) La inhibicion de la Ikys3 producida por la estimulacion del receptor CB1 es
consecuencia de la activacion de la PLC, que en ultimo término activa la PKC y la CaMKII.
Ambas quinasas interaccionarian con distintos sitios de la proteina del canal Kv4.3

modulando la corriente generada a través del mismo.

Por todo ello proponemos que los endocannabinoides podrian actuar como moduladores
de los canales Kv4.3, responsables de la génesis de la corriente cardiaca humana ly; Yy, por
tanto, modular la morfologia del PA auricular. Este efecto podria ser de particular importancia
en aquellas situaciones en las que la sintesis de endocannabinoides se vea aumentada o en las
que se produzca un aumento de la expresion de los receptores CB como ocurre en el caso de
la FA.
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