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A mis padres






“We succeeded in taking that picture, and, if you look at it, you see a dot.
That's here. That's home. That's us. On it, everyone you ever heard of, every
human being who ever lived, lived out their lives. The aggregate of all our joys
and sufferings, thousands of confident religions, ideologies and economic
doctrines, every hunter and forager, every hero and coward, every creator and
destroyer of civilizations, every king and peasant, every young couple in love,
every hopeful child, every mother and father, every inventor and explorer,
every teacher of morals, every corrupt politician, every superstar, every
supreme leader, every saint and sinner in the history of our species, lived there
— on a mote of dust, suspended in a sunbeam.

The Earth is a very small stage in a vast cosmic arena. Think of the rivers of
blood spilled by all those generals and emperors so that in glory and in
triumph they could become the momentary masters of a fraction of a dot. Think
of the endless cruelties visited by the inhabitants of one corner of the dot on
scarcely distinguishable inhabitants of some other corner of the dot. How
frequent their misunderstandings, how eager they are to kill one another, how
fervent their hatreds. Our posturings, our imagined self-importance, the
delusion that we have some privileged position in the universe, are challenged
by this point of pale light.

[...] To my mind, there is perhaps no better demonstration of the folly of human
conceits than this distant image of our tiny world. To me, it underscores our
responsibility to deal more kindly and compassionately with one another and
to preserve and cherish that pale blue dot, the only home we've ever known.”

Carl Sagan
Discurso en la Universidad de Cornell mientras mostraba una imagen de la

Tierra tomada por la sonda espacial Voyager I desde una distancia de 6000
millones de kilometros

13 de Octubre de 1994






AGRADECIMIENTOS

“Si uno no espera lo inesperado, no lo encontrara, que es dificil e inaccesible.”

Heraclito de Efeso (Fragmento 18, siglos V/VI a.C.)

“Cuando eliminas lo imposible, lo que queda, aunque improbable, debe ser la verdad.”
Sr. Spock citando a Sir Arthur Conan Doyle
(Star Trek VI: Aquel pais desconocido, 1991)

Empecemos desde el principio. Una mafiana hace ya casi cinco afios me encontraba, después de
acabar la carrera de Bioquimica y haber hecho un master en Biofisica, en la situacién que muchos
jovenes universitarios se encontraban y se encuentran hoy en dia, con ganas de intentar aventurarse
en el mundo de la investigacion, pero sin “patrocinador”. Para afrontar la nada despreciable tarea de
llevar a cabo una tesis necesitaba de un “sponsor” que me proporcionara sustento durante los afios
venideros. Asi que mi trabajo durante esos dias, semanas e incluso meses fue la de buscar sin
descanso algtin grupo investigador donde pudiera comenzar una nueva vida después de la carrera y
el master. Tras varias reuniones mas o menos esperanzadoras me encontré en la Facultad de
Medicina de la Universidad Complutense de Madrid realizando una entrevista en el Departamento
de Farmacologia. Ellos tenian una beca y yo les “vendi la moto” para que me la dieran. La verdad
que candidatos no les faltaron, pero desde el primer dia hubo muy buenas sensaciones entre
nosotros y al final me acabaron ofreciendo la beca. Asi en Febrero de 2012 es como comenzo esta
Tesis Doctoral.

Por el apoyo que siempre me han ofrecido, por todos los conocimientos que he aprendido de
ellos, por todo lo que me han ensefiado y por la oportunidad que me dieron desde el principio, es
necesario dar las gracias a mis directores de Tesis, los Profesores Juan Tamargo, Eva Delpon y
Ricardo Caballero. Les deseo lo mejor, pues sin ellos, sin sus ideas y fabulosos proyectos, esta

Tesis no hubiese sido posible.

X



Agradecimientos

6

stos son malos tiempos. Los hijos han dejado de obedecer a sus padres y todo el mundo escribe

libros.’

(Marco Titulio Ciceron, siglo I a.C.)

Por supuesto otra parte fundamental en la que me he sustentado, no s6lo durante esta Tesis si no
durante toda la vida, es mi familia. Todavia recuerdo los primeros documentales cientificos
(Cosmos de Carl Sagan, por ejemplo) y peliculas de ciencia ficcion que empecé a ver de bien
pequefio por “culpa” de mi padre, para que pudiera preparar mejor sus clases de biologia en el
colegio, y que probablemente influyeron a la hora de dedicarme a la investigacion. Quisiera
agradecer sobre todo a mis padres que son las personas que siempre han estado a mi lado (aunque
pocas veces les haya hecho caso), que siempre me apoyaron cuando me quise dedicar a la
investigacion, que me han “aguantado” a lo largo de los afios, pero en concreto estos Gltimos meses
escribiendo la Tesis, por todo ello y por mucho mas les estaré eternamente agradecido.

También me gustaria agradecer a mi hermana y a mi tia por estar ahi siempre que lo he

necesitado, aunque apenas nos veamos, se que puedo confiar en vosotras, un abrazo muy grande.

“Great news, everyone! You'll be delivering a package to Chapek 9, a world where humans are
killed on sight.”
Profesor H. Farnsworth

(“Fear of a Bot Planet”, Futurama 1999)

Una de las frases preferidas del profesor Farnsworth, con las que siempre empezaba alguna
aventura suicida de Fry, Bender y compaifiia, bien podria definir (en el mejor de los sentidos)
cuando los jefes (y directores de esta Tesis) llegaban con alguna nueva idea o proyecto en mente y
querian ponerlo en marcha con nuestra ayuda, la ayuda de la gente que ha formado parte del
laboratorio durante los afios en los que he estado. Me gustaria acordarme y agradecer a todos los
compafieros que han estado o estan en el laboratorio. Para empezar me gustaria acordarme de la
gente que ya no estd, empezando por los Doctores Pablo Dolz y Marta Gonzalez de los que guardo
un buen recuerdo puesto que fueron ellos los que me ensefaron el “arte” del patch clamp, pero que
estuvieron poco tiempo con nosotros, pues escribieron sus tesis al poco de empezar yo la mia.
También queria acordarme de los Doctores Mercedes Nufiez y Ricardo Gémez, una estuvo conmigo
desde que me incorporé alla por 2012 hasta 2015 y el otro tuvo una fugaz estancia por aqui, espero
que os vaya bien alla donde estéis. Por supuesto agradecer a las siper mamdas y Doctoras Irene

Amords y Adriana Barana por todo lo que me han ensefiado, ellas también fueron mis “madres”



Agradecimientos

cuando aprendi a “andar” con el patch clamp, aunque no siempre les hiciera caso, siempre me
aguantaron, un abrazo muy fuerte a las dos. Como no acordarme en estas lineas de Marta, la otra
compafiera con la que empecé esta aventura en el laboratorio y que ha desembocado en numerosos
datos que nos hemos repartido para nuestras tesis, j;uhm, quién leerd primero? Agradecer también a
nuestra hasta hace poco tnica técnico Sandra por todo el trabajo que hace tanto en el hospital para
traernos muestras como dentro del laboratorio, y por supuesto fuera, yendo de vez en cuando a
algln concierto conmigo. La Uinica pega es que no deberia de quejarse tanto, pero después de hablar
con su madre, llegamos a la conclusion de que eso es imposible. Las ultimas lineas de este parrafo
son para Paloma, que siempre ha estado y esta con una sonrisa en la boca todos los dias para ayudar

en cualquier desaguisado, o para contar multiples historias a la hora del cafg, jeres la mejor!

“Eppur si mueve” (“'Y sin embargo, se mueve”)
Galileo Galilei

(Frase atribuida a Galileo durante su abjuracion de la teoria heliocéntrica, 1633)

Ahora toca acordarse de la gente nueva que ha entrado en el ultimo afio y que asegura la
continuidad en el laboratorio. Un consejo importante, jno rompais las cosas! o no habra
continuidad, que desde que entrasteis suceden fendmenos extrafios, muy extrafios, paranormales,
jamas vistos por mis 0jos, y ‘“he visto cosas que jamas creeriais...”. Con todo esto y fuera de
bromas, os deseo lo mejor durante vuestros afios de doctorado, disfrutadlos al maximo pues se
pasan volando. Estudiad, aprended, tened ideas, defendedlas, acertad u equivocaos pero sed siempre
los mas criticos con vosotros mismos. A Raquel y a Silvia vinculadas por los genes TBX, que
claramente son gemelas separadas al nacer, mds o menos como Danny DeVito y Arnold
Schwarzenegger en “Los gemelos golpean dos veces”, eso si, ya elegis vosotras quien es cada una.
A Lorena, la nueva técnico de laboratorio, jno dejes que Sandra te deje todo el trabajo a ti, quéjate
tu también! A Paloma, mi hispano-brasilena preferida (no conozco a otra, que se le va a hacer) cuyo
futuro parece inexorablemente unido a canales de K y heterotetrameros. Y a David, el gran amante

de los aracnidos, SAP97 y canales heterotetraméricos qué diria el sefior Lobo, David, qué diria?

“1Ah!, como me gustan los sdbados de verdad, juno descansa!, no como aquel miércoles-sabado
que casi me despiden”
Homer J Simpson

(“Realty Bites”, Los Simpsons, 1997)

xi



Agradecimientos

Como a Homer, a mi también me hubiera gustado hacer un miércoles-sabado alguna vez, pero
no me ha sido posible, trabajamos toda la semana y aunque no estés en el mismo laboratorio al final
acabas conociendo a mucha gente del departamento. Queria agradecer a toda la gente del
departamento con la que he tenido contacto. En primer lugar a la Profesora Maria Isabel Colado,
actual Directora del Departamento de Farmacologia por acogerme durante estos 5 afios, y a sus
becarios, en especial a Pablo, con el que he coincidido muchas tardes interminables por los pasillos.
A la Profesora Dolores Gutiérrez que siempre se intereso por el noble arte de la maestria cervecera
y se dejo aconsejar por un servidor. A los Profesores Francisco Pérez Vizcaino y Angel Cogolludo,
siempre que hemos necesitado material o ayuda para nuestro laboratorio, nos la han ofrecido y por
supuesto a sus becarios, en especial a Dani (mi consultor personal a la hora de hacer papeles
referentes a la tesis), a la Doctora Pandolfi (y eso que empezamos casi a la vez el doctorado) a
Maria y a Gema (me encantan las bebidas espirituosas que esconde la nevera de vuestro laboratorio,
iguardadlas con llave!). Al profesor Juan Carlos Leza , a sus pupilos (y nicleo duro de los Hombres
de Farma) los Doctores Javier Caso y Borja Garcia Bueno, porque se os echara mucho de menos (y
sobre todo esas conversaciones por los pasillos) y, como no, a sus becarios Ara (con quien ya
coincidi en carrera), Aline, Maria, Karina, Alvaro (siempre dispuesto a ir a un buen concierto de
rock and roll), y por supuesto David, con quien he compartido multitud de tardes y noches (menos
mal que nos quedaban las frases de Homer para echarnos siempre unas risas, /quién no quiere hacer
un miércoles-sabado o utilizar fuego, y en cantidades de vez en cuando?) tanto en el departamento
(al menos siempre habia alguien con quien charlar un rato para no llegar hasta la locura) como fuera
de ¢él, y que al final ha desembocado en una gran amistad. También queria agradecer a los
profesores Ignacio Lizasoain y Maria Angeles Moro, y a sus becarios, Alicia, Sara, Alberto y Juan
(“SAP97 brothers”), Maribel, Isabel, Jesus (que siempre me preguntaba por la Tesis), Macarena,
Violeta y mucha més gente que se me olvida (son demasiados en este grupo), desde las siempre
gratas conversaciones por los pasillos hasta cuando hemos necesitado cualquier material, siempre
han estado dispuestos a ayudar. A Rober, el hijo prodigo que se fue (“Camino a la libertad”) y luego
volvio a la Facultad, ;con quién iba a ir a los conciertos de Heavy Metal si no (vale, también con
Alberto)?, gracias amigo y si todo va bien, préximamente papd. Seguro que me dejo en el tintero a
alguien mas, que me perdone.

Asimismo, no me gustaria olvidarme del profesor Javier Diez-Guerra del Centro de Biologia
Molecular Severo Ochoa, con quien aprendi muchisimo acerca de microscopia confocal y FRET
(lastima que no salieran los experimentos como queriamos). A toda la gente del laboratorio del
profesor Hugues Abriel en el Departamento de Investigacion Clinica de la Universidad de Berna,

por acogerme durante esos tres maravillosos meses, en especial al profesor Abriel, una gran persona

Xii



Agradecimientos

y un gran cientifico que me ha ensefiado bastante. Por supuesto, a J.S. (genio y figura), y por ultimo
a Valentin Sottas, con quién comparti proyecto de investigacion durante aquellos meses de
primavera, pues estoy muy agradecido no sélo por las técnicas que aprendi, entre ellas los ensayos
de PLA que se exponen en esta Tesis (si, Boss, ya se que el N-terminal de sodio atrapa todas las
proteinas accesorias imaginables), si no también por que es una magnifica persona y un buen
amigo. A las chicas de microscopia del Centro de Investigaciones Biologicas, pues siempre me
ayudaron en todo lo que pudieron aportando multitud de ideas para los experimentos de ICC. A los
doctores Fernandez-Avilés, Pinto y demas equipo de los servicios de Cardiologia y de Cirugia
Cardiovascular del Hospital General Universitario “Gregorio Marafidon”, que nos han proporcionado
las muestras auriculares humanas utilizadas en esta Tesis Doctoral. Al profesor Jos¢ Jalife, a
Daniela Ponce-Balbuena y a Guadalupe Guerrero-Serna del Centro de Investigacion de Arritmias de
la Universidad de Michigan con quien hemos colaborado para la publicacién del manuscrito en el
que estad basada esta Tesis Doctoral.

Al Ministerio de Economia y Competitividad por financiar esta Tesis Doctoral por medio de
una beca FPI desde el afio 2012.

Queria acordarme de los compaiieros del Master de Biofisica con los que todavia quedo de vez
en cuando para tomar unas cervezas y tener conversaciones apasionantes sobre fisica, biologia,
musica, cine y videojuegos, que por fin vamos terminando nuestras respectivas tesis, Ifiigo, Gonzalo

y Jesus.

“So understand
Don't waste your time always searching for
those wasted years
Face up... make your stand
And realise you're living in the golden years”™
Iron Maiden

(“Wasted years”, incluida en el disco “Somewhere in time”, 1986)
No queria terminar estos agradecimientos sin olvidarme, como diria Juanjo, de “los amigos de

toda la vida”, gracias a Toni, Juanjo, Juan, Estrada, Jos¢ Luis, Chaparro, Javi, Manu, Juanma,

Miguel y Sergio por vivir estos “afios dorados” conmigo.

xiil






INDICE

L. RESUMEN/SUMMARY ..uccovuiiinnicsenssenssnssasssessanssssssesssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssass 1
RESUIMECI.ccciiinntiiiiiintiieiiiinteecisinteecisssteesssssseecssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssasssssnsns 3
SUIMMATY coueeeiiiiinenssennsnenssnnsssenssaecssesssassssnsssassssesssassssssssasssssssssssssssssassssssssasssssssssssssssssassssssssssssassssasssses 9
IL INTRODUCCION ....eveeverrsressessessessessesssssssssssssessessessessessessessesssssssassssssessessessessessessssassassessesses 15
1. Electrofisiologia CardiaCa .......icvveieivvercssrnrcsssnncssnncssnicssssisssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssasssssassses 17
L1 EXCItabilidad ....ooueeiiiiicieece e 18
1.1.1. Transporte de iones a través de la membrana celular ............cccoccvvevieiiiienieniiicnieei, 20

1.1.2. El potencial de I€POS0 ...ccviiieiiieeiieeeiteeeiee ettt et e et eetae e et e e s e e etaeessneeesnseeennnes 21

1.1.3. El potencial de aCCION .......cccuiiiiiiiiiiiieiieeeee ettt 21
1.1.3.a. PA rapidos o dependientes de Na" ...............cccccoeoeveeeeeeeeesereeseeeesereseeessnes 22

1.1.3.b. PA lentos o dependientes de Ca’ ............oomomomeoeeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseesees . 24

1.2, AULOMALISIIIO ¢.c..eteeutieeiitetie ettt ettt ettt et e bt e et esbee et e e shbeea bt e sbbeeabeesabeenbeessbeenbeesateenneennee 24
1.3, Refractariedad ..........cooviiiiiiiciie et et e e era e e aaee s 25
1.4. Propagacion del impulSo cardiaCo ........c.oooveeuieriieiiieiieeiieiie ettt 26

2. Canales ionicos dependientes de voltaje implicados en el potencial de accion cardiaco....... 28
2.1.€aNA1ES 8 NA .....ooiieieeeeeee ettt 28
2.2.CANAIES A€ €A% ... 28
2.2.1. Estructura de 108 canales de Ca%" .........oviieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees s ess e 29

2.2.2. CaracteristiCas de 1 Joa L. o ververeerienieeieniiete ettt 31

2.3. Canales de K™ voltaje-dependientes. ...........o.oviviveieeueeeeeeeeeeeeeeeeeee e e 32
2.3.1.Canales GTIM/ TP ..ottt et sttt 33
2.3.1.a. Estructura de [0S cAnales KV .............cccoueeeueeecieeeiieeeiie e 34

L LA SUDUNIAQA O ...t 34

11, Subunidades QUXITIATES ...........ccoeeveueeeeciieeiiiie ettt sbee e s 34

2.3.1.b. Principales corrientes generadas a través de canales Kv

que intervienen en el PA cardiaeo ................cccccovviiieiniiiiiiniieiieceeeeeeee 36

XV



Indice

) B B O £ SRS RS 37

YL TSP SRR SR 38

TIL LA IRy oottt ettt sttt 39

HIL.a. CaracteriSticas de La Ik ........euueeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeee e e eeeeeeas 40

1I1.b. Composicion de los canales que generan la Igy...........ccueeeeeeeeveeeceeeennnen.. 41

TV L@ IK eaeiaeeeeeeeeeee ettt sttt e st et e e saessaenseensesseenseennenneenns 41

IV.a. Caracteristicas de [ Iy ...........ooooueeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 42

1IV.b. Composicion de los canales que generan la Igq...............ccoeecueeveveeenannennne. 42

3. Canales que generan corrientes con rectificacion interna ........c..ceeceicsseccssenscssanesssnnessanssnns 43
3.1. Una familia de canales de K con rectificacion interna................occoveeeveevecererusverrenesnnnennns 43
3.2. Principales corrientes cardiacas generadas a través de canales Kir.........ccccoecvveevveeeiveennneen. 45
I TR O 0 G SRS 45
3.2.1.a. Caracteristicas de la Ix 4p y composicion de los canales que la generan......... 45
3.2.1.b. Regulacion de Q4 Ik gTP .....coueeeueeeeieeeiiie ettt e 46

3.2.2. L@ TR ACR «++vverveemeenneeeeeeeneeenteeta st esteeseess e enseeseesse et e eneeeseenseenteeseenseentens e e st enteeneenbeeneeeneenee 47
3.2.2.a. CaracteriSticas de 14 Ik ACh......cooveueeeeeceeeeeiieeeie e et e eve e eaae e aae e 47
3.2.2.b. Composicion de los canales que generan la Ig 4Ch ....ccccoveeeeeceeeseencieiieneeennn. 48
3.2.2.C. ReQUIACION d@ 1A Tk ACH «+vveeveeeeneeeeaiie ettt e e s 49

T TR 5 1 £ TP PRRRSRSRRTRR 49
3.3.1. La rectificacion interna en los canales Kir...........ccooiiiiiiiiiiiiiiniiiieiccceeeeee 49
3.3.1.a. Mecanismos moleculares de la rectificacion interng ..................cceeveeveeveane.. 51
3.3.1.b. Determinantes moleculares de la rectificacion interna..................cccueeeuueenne... 52

3.3.2. Estructura de 10s canales Kir...........coouiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeee e 54
3.3.3. Rectificacion interna y excitabilidad cardiaca ............occeeveieiiiiiienieniiiieeeeee 60
3.3.4. Densidad de la Ix; en los distintos tejidos cardiacos ..........ccccceevveeriienireciienieeiieeniens 61
3.3.5. Propiedades de 1os canales Kir2...........ccceeviieiiiiiiieniieiiecie et eiae e 63
3.3.6. Composicion de los canales que generan 1a Ik .....ccveeeeeveeeeiieeniieeniee e 64
3.3.7. ReUIACION A€ 12 T 1 -vveuveeauiieiieeiieiie ettt ettt et saneens 66
3.3.8. La Ixj en diversas PatoloZIas .......ccueeeieeiiieiiieiiecieeiie ettt ettt 72

4. CANALES AE N o.ouvecurrercrereeeresessesesssesessesssssesesssssssssessssssesessssssssesssssssssssessssssessssssesssessssssesssesses 77
4.1. Estructura de 105 canales de Na" ...........co.oovveuivevceeeeeeeeeeeeeese e ese s eeses s eenees 77
4.2, CaraCterISTICAS € 1A g -eeuuneeeeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e rraaaeeeeeeeeeanenas 80
4.3. Regulacion de los canales Navl1.5 por proteinas y modificaciones post-traduccionales...... 84

Xvi



4 4. Canalopatias asociadas a 1os canales de Na' cardiaCos ...........cocoevrueuereereeeeeeeeeeeeresesennns 91

5. Canalosomas en cardiomiocitos 102
5.1. Polaridad celular en cardiomioCItOS .......c.ueerueeriieniieiiieiie et 102
5.2. Definicion de CanaloSOma . ........co.eevuiiiiriieniieieniienieeie sttt 104
5.3. Canalosomas de canales Kir2.X .......ccccovieiiiienienienienieeeeeeiee e 104
54 SAPOT ettt ettt ettt ettt e ae et et e teeteeneenbeentas 107
5.5, SINEIOTINA. .ttt st e st b e et et e e e b eaee 108
5.6. DOMINIOS PDZ .....ooiiniiiiiie ettt ettt et ettt e 110
5.6.1. Estructura de 10s dominios PDZ ..........cocoiiiiiiiiiniiniieeeeeeeeeeee e 110

5.6.2. Tipos de interacciones con dominios PDZ...........ccccoccvieiiiiiiiiiiniieienie e 111

5.7. Canalosomas formados por canales Kir2.1-Nav1.5.......cccoceoiiiiiiiieniiieee e 116
5.7.1. Modulacion reciproca positiva Kir2. 1-Nav1.5 ..o, 116

5.7.2. Proteinas implicadas en el trafico y localizacion de los canales Kir2.1-Navl.5........ 118

5.7.3. ConsSecuencias ClNMICAS. ........evuerriirieriieieeierieete ettt sttt et naeenees 119

6. Arritmias por reentrada del impulSo Cardiaco.........ucceveeicvereiisniiissnricssnnicssnnicssnnissssnissneeenns 120
6.1, CONCEPLOS DASICOS ..vvieiriieiiiieeiiieeeieeetee ettt e ettt e eteeeeaeeessaeeessseeessseeesaeeensaeesssseessseeensseeennnes 120
6.2. Evolucion de las teorias de reentrada..........coceeeiuieiiieiiieiiiiiieieeeee e 121
6.3. Los rotores en la génesis de 1a FA ......cccooiiiiiiiiieeee et 125
6.4. Papel de 10S Canales 10MICOS ... .ueiiiiriieeiieitieeieestteeteertteeteesteeeteeteeesbeessaessaesssaesseesssesnsaens 127
6.5. Futuro, Implicaciones ¥ PEISPECLIVAS .....cccueieerireerieeeiieeeieeesaeeesreeessseeessseesssseesnsseeensseesnnes 130
II1. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS.....ooeeerreereesesnesssssesssssssessessessessessessessessessssens 133
IV. MATERIAL Y METODOS.....ciumiunmcismssssssssmssssssssssssssssssssssssssssssssmssssssssssssssssssssssssssss 137
1. Técnica de fijacion de voltaje en parche de membrana (patch-clamp) ...........eceeeeeeeeecnennees 139
2. Registro de Ikir2.x € Inav1.5 €n sistemas de expresion heterologos...........coueevvecesuecscercsnecsnncnns 142
2.1. Mutagénesis dirigida de los canales hKir2.x y hNav1.5.......ccccocoiviiiiiiiiiiiieee e, 142
2.2. Cultivo y transfeccion de los canales hKir2.x y hNav1.5 en células CHO......................... 143
2.3. Silenciamiento de SAP97 y al-sintrofina en células CHO .........ccoceoiiniinininiininicnne 145
2.4. Técnicas de registro en sistemas de expresion heterdlogos ..........ccceveeeiieniieiiinienieeniens 146
2.5. Registro de Ikirox € Inavi.s: Soluciones y protocolos experimentales............cceecveeeueeneeennnen. 147

3. Registro de Ik e In, en miocitos auriculares humanos 149

Xvii



Indice

3.1. Disociacion enzimatica de miocitos auriculares humanos............cccooceeeieeniiiiiienicenienien, 149

3.2. Técnicas de registro de la Ik; € In, auriculares humanas ...........cccceeveeeiieniieiienieeiee 151

3.3. Registro de la /x; e In, auriculares humanas: Soluciones y protocolos experimentales...... 152

4. Registro de Ik; e In, en miocitos ventriculares de rata adulta .........cooueeecevvnnricsscnnrccscsnnnnees 153

4.1. Disociacion enzimatica de miocitos ventriculares de rata..........c.ccocceevevierieeneniieneeniennene. 153

4.2. Cultivo e infeccion de miocitos ventriculares de rata ..........cccoeceeeieeiieiiieniiieiienieeeeee 153

4.3. Técnicas de registro de la Ix; e In, ventriculares de rata..........cccoecveeeeieeeiieeecieescieeeieeens 155

4.4. Registro de la Ix; e Iy, ventriculares de rata: Soluciones y protocolos experimentales...... 156

5. Experimentos de Western Blot y co-inmunoprecipitacion..........eceecseesseecsecsseecssenssaecssancnne 157

5.1. Preparacion del lisado crudo de auricula humana y ventriculo de rata, raton y cobayo ..... 157

5.2. Extraccion proteica de células CHO transfectadas...........ccoecvevieeciieniieiiienieeiiesie e 157

5.3. Cuantificacion de ProteINAS. ........cccveeeruiieeiiieeiieeeeeeeireeeiee e e e e e sbeeessaee e sbeeensaeeensseeenseeennes 158

5.4. Co-inmunoprecipitaCion (Co-IP)........cccooiiriiiiiiiniiiiiietee e 158
5.5. Electroforesis en geles de poliacrilamida, transferencia de proteinas a

membrana € INMUNOAEECCION ......eeuviruiiriieiieiieriieieete ettt sttt st e b e e 160

6. Microscopia de fIUOTESCENCIA .. ..cueievuiiiveiiiiisseinsiisninsiesssicssisssnsssssssstesssssssnsssssssssesssssssesssssans 161

6.1. Ensayo de ligacion por proximidad en la membrana de miocitos ventriculares de rata ..... 161

6.2. Determinacion de la expresion de Kir2.1 en la membrana de células HEK293 ................. 163

6.2.1. ConStrucCion de QUIMETAS. .......c..eeruieruieeiieriieeiteeseeesteeseeeeteesseeeseesseeeseessseenseessneeseens 163

6.2.2. Cultivo, transfeccion y fijacion de células HEK293 ..........cccoooiiiiiiiiiieieiieeees 164

6.2.3. Microscopia confocal y analisis de Imagen ...........cccuveeevieeeeiieeniieeiiie e 165

7o ANEICURTPOS ccerueierrensrecsannssrecssensssecssnssssesssessssssssassssessssssssssssassssesssssssassssassssesssssssassssassssessansssassss 165

8. Analisis estadistico de 10S reSultados ......coueeeeeeneeisuenseicsueniseensensseenseenssnecsesssaesssecsssecssnsssaessns 165

V. RESULTADOS...ccouiitiuineisinsaicsanssesssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssses 167

1. Efectos de la expresion de Nav1.5-f sobre los canales Kir2.X.....cocceereercssnnrcscnnecssanscssnsecssanes 169

1.1. Efectos de la expresion de Nav1.5-f sobre [a COTTiente IKir x .. oveeveerverrreerueereenveenieenneans 169

1.1.1. Caracteristicas electrofisiol0gicas de 12 IKir 1. ovverveerreerueerieniieiiienieeiee e eree e enee 169

1.1.2. Caracteristicas electrofisiologicas de 1a IKir.2 © IKir2 3. eeveeerveeerrreeerireeesreesireeesireeennnes 170

1.1.3. Efectos de la expresion de canales Nav1.5- sobre la Ikir j..eeeeeeeveenieeieeniees e, 172

1.1.4. Efectos de la expresion de canales Nav1.5-f sobre la ki V12 Ikir2 3eeeeveenveecveennnnne. 174

xviii



1.2. Efectos de Nav1.5 sobre la expresion de Kir2.1 en la membrana citoplasmatica............... 175
1.3. Estudios de interaccion entre los canales Nav1.5 y Kir2.X .....cccoeviiiiiiiiieniiiiiieniecieee 177
1.3.1. Ensayos de co-inmunoprecipitacion entre los canales Nav1.5 y Kir2.X.......cccccueneen. 178

1.3.2. Ensayo de ligacion por proximidad entre los canales Nav1.5 y Kir2.1 en la
membrana de miocitos ventriculares de rata.............cooceeiiien i 180
1.4. Efectos de la expresion de Nav1.5-f sobre las corrientes generadas por

heterotetrAMETOS A KUTZ2.X. . ... eeeee ettt e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeaaaaeaens 182

2. Papel de la secuencia de union a dominios PDZ de los canales Kir2.x 184

2.1. Efectos de mutaciones en el dominio de unién a PDZ de canales Kir2.x en la

mMOodulacion reCiproCa de 18 JKir xev e veerrreerreeriureries ceteeitieeieesteesseereesreenseessreesseessseeseessseans 185
2.2. Papel de la al-sintrofina en la modulacion Kir2.x-Nav1.5......ccccooiiiiiiiniiiieiieeeieeeies 188
2.2.1. Estudios de interaccion entre los canales Kir2.x, Nav1.5 y la al-sintrofina.............. 188

3. Papel de las proteinas de anclaje al-sintrofina y SAP97 en la modulacion reciproca

POSITIVA cevviiiiiinniiinicsnnicssssnniesssssseesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 193

3.1. Caracteristicas electrofisiol0gicas de 1a INayi 5-p .« coeoerrerrereeininieiiiiieieesieiee e 193
3.2. Efectos del silenciamiento de SAP97 y al-sintrofina sobre la modulacion

A TR0 1 € INGVI 5+ e v v e ee e et ettt e e e et ee e e e e e e e e e e e teeaaeeeeeeeeesersaaaseeeeeseeennnnneenes. 196

3.2.1. Silenciamiento de al-sintrofina en células CHO ...........ccccooviiiiiiiiiiniiicieeeeee 196

3.2.1.1. Efectos del silenciamiento de al-sintrofina sobre la Inayi 5-p €n

CEIUIAS CHO ...t et 197

3.2.1.2. Efectos del silenciamiento de al-sintrofina sobre la Ixi» ;1 en
CEIULAS CHO ...ttt et 198
3.2.2. Silenciamiento de SAP97 en células CHO..........coeeiiiiiiiie e 199
3.2.2.1. Efectos del silenciamiento de SAP97 sobre la Ivavi5-p €n células CHO............. 200
3.2.2.2. Efectos del silenciamiento de SAP97 sobre la Iki» 1 en células CHO ............... 201
3.3. Efectos del silenciamiento de al-sintrofina en miocitos ventriculares de rata.................... 202

3.3.1. Caracteristicas electrofisiologicas de la Ik, registrada en miocitos
VENTICULATES A€ TALA. ... e e aans 202

3.3.2. Caracteristicas electrofisiologicas de la Iy, registrada en miocitos

VENIIICULATES A€ TALA.......ccovviiiiieiiiie et et eeee e e et e e e etre e e e eeaaeeeeenns 203
3.3.3. Efectos del silenciamiento de la al-sintrofina sobre la modulacion de Ix; € Ina........ 204
4. Modulacion reciproca positiva de Kir2.x y Navl.5 en auricula humana ...........ccceevueenuenenes 206

4.1. Caracteristicas electrofisioldgicas de la Ik; registrada en miocitos auriculares humanos...207

XiX



Indice

4.2. Caracteristicas electrofisioldgicas de la Iy, registrada en miocitos auriculares humanos... 208
4.3. Efectos del aumento de la Ik sobre la In, en auricula humana...........cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenennn. 209

4.4. Estudio de la interaccion entre Kir2.3, SAP97 y al-sintrofina en auricula humana........... 211

5. Papel de los extremos N- y C-terminales de los canales Nav1.5 en la modulacion

FECIPrOCA POSITIVA cueiiriiiiiiiiiiininiiicnicsttisatistsssstesstssstesssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssae 212
5.1. Papel de la secuencia de union a dominios PDZ situada en el extremo C-terminal ........... 212
5.2. Papel de dominio N-terminal de Nav1.5......ccccooiiiiiiiiiiiiieceeeee e 215

5.2.1. Efectos del fragmento Nter sobre la /i x y 1a Inavi 5 registradas en células CHO ....215

5.2.2. Efectos del Nter en miocitos ventriculares de rata .........cc.cceceeveeveerieneenenieneenennne 217

6. Determinantes moleculares del “efecto chaperona” del Nter ........ccocvvereceicsnerccsicneresssnnnecces 219
6.1 Papel de la secuencia RESLA en el “efecto chaperona™...........ccccceeeeivenieiiienieecieenieeieens 220

6.2. Estudios de interaccion de al-sintrofina con los dominios de union a PDZ de Navl.5..... 222

VI DISCUSION.....coererrrresressessessessessessssssssssssssssssessessessessessessessessssssssssssessssessssessessessassessssassens 225
1. Efectos de la expresion de Nav1.5-f sobre los canales Kir2.X.....cocceereercssnnrcscanecssanscssasssssanes 227
1.1. La expresion de Nav1.5-f incrementa /iy 1 € IKir2.2 PETO NO JKird 3 eveveeveerveerueenveenieennnans 227
2. Papel del dominio de union a PDZ de los canales Kir2.X ......ccceeceeccsnrccssanccssanesssnncssanssssanssnes 228
2.1. La modulacion reciproca positiva de los canales Kir2.x depende del motivo de
UNION @ PDZ (SED)....oiiieieeeeees ettt sttt et 228
2.2. La al-sintrofina interacciona con los canales Kir2.1-2.2, pero no con Kir2.3 .................. 230
3. Papel de al-sintrofina y SAP97 en la modulacion reciproca positiva de Kir2.x-Nav1l.5 ....232
3.1. La al-sintrofina es la responsable de la modulacion reciproca positiva de
K2 X-NaV L S e ettt et et e e st ettt saneas 232
3.2. Los canales Kir2.1 y Nav1.5 forman complejos macromoleculares en la membrana ........ 233
4. Los canales Kir2.x y Navl.5 no interaccionan en la auricula humana...........oeevveeenuencnnennee 234
4.1. Implicaciones fisiopatoldgicas de la interaccion entre canales Kir2.1/2.2 y Navl.5.......... 234

5. Papel de los extremos N- y C-terminales de Nav1.5 sobre la modulacion de

CANALES KII2.X cuuerreneierrenecereeeecerrereesersessescssesssscssassssesssssssessssssssssasssssssasssssssssssssssssssssssanssssssanssses 235

6. Determinantes moleculares del “efecto chaperona” del Nter ........ccocvvereccscnrrccsicnnrrcsscnnnecees 236
6.1. Caracteristicas de la secuencia de unién a PDZ presente en el dominio

NAterMINAl AE N AV L. S oottt et e e e e e eeeeeaeeeeeeeeeaarraaaeeeeeanes 239

XX



Indice

6.2. Localizacion del canalosoma Nav1.5-Kir2.1/2.2 .....cooiiiiiiiiiiieeeeeee e 240
VII. CONCLUSIONES/CONCLUSIONS ..ccutiivinsuissensessanssessnssssssesssnssssssessasssssssssssssssssssssasssssss 243
CONCIUSIONES «oueeueeeirecsnnisnensnnsssensnnissessnssssesssnssssnsssassssesssassssessssssssssssassssasssssssassssassssassssessassssasssn 245
CONCIUSIONS c..uueinniiiniicniiitiiiniitiisneesnicssessssesseesssnssssssssesssassssessssssssssssassssassssssssnsssassssassssssssnsssasssns 247
VIII. ABREVIATURAS ..cuuiiiiiiiinnisensissaissesssisssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssss 249
IX. BIBLIOGRAFTA ...ouuiunincincinscnssesssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 255
X. PUBLICACIONES ...cuooniiuiniisinsuissensesssnssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssss 293

xxi






I. Resumen/Summary






RESUMEN

“DETERMINANTES MOLECULARES DE LA INTERACCION ENTRE
LOS CANALES CARDIACOS HUMANOS Navl.5 Y Kir2.x”

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La corriente de sodio cardiaca (/n,), generada por los canales Navl.5, es la responsable de la
entrada de Na™ que despolariza la membrana durante el potencial de accion (PA) regulando la
excitabilidad y la propagacion del impulso cardiaco. Por otro lado, la corriente de salida de K con
rectificacion interna (/x;), generada por los canales Kir2.x, es la responsable de establecer el
potencial de reposo asi como de modular la fase final de la repolarizacion y la duracion del PA
(DPA) en los miocitos cardiacos. Por tanto, la Ix; participa en el control de la excitabilidad y la
refractariedad cardiacas. La magnitud de la /v, depende del potencial de reposo y de la DPA, por
ello se afirma que existe una relacion funcional entre la Iy, y la Ix;. Ademas, se ha demostrado que
la relacion de las magnitudes de la /v, y la Ik determinan de forma critica la estabilidad y velocidad
de giro de los frentes de reentrada espirales (rotores) responsables de la génesis de las arritmias
fibrilatorias tanto a nivel auricular como ventricular.

Recientemente se ha demostrado que los canales Navl.5 y Kir2.1 modulan reciprocamente su
expresion en la membrana, de esta forma el aumento o la disminucion en la expresion de canales
Kir2.1 produce un aumento o disminucion en la expresion de canales Navl.5 y, viceversa. Estos
resultados sugerian que la relacion de las magnitudes de la v, y la Ik; es tan importante para el
control de la excitabilidad y refractariedad cardiacas que su modulacion no sélo es funcional.

En este momento se desconocen los determinantes moleculares y los mecanismos celulares
responsables de la modulacion reciproca positiva entre canales Navl.5 y Kir2.1. Se desconoce
también si se produce modulacion reciproca positiva entre los canales Nav1.5 y los Kir2.2 y Kir2.3.
Este hecho tiene una gran relevancia funcional, considerando que la Ix; ventricular es generada por
canales Kir2.1/Kir2.2, mientras que los canales Kir2.3 parecen jugar un papel predominante en la
génesis de la I auricular.

Las proteinas de anclaje SAP97 y al-sintrofina determinan la localizacion y regulan la funcion
de los canales Navl.5 y Kir2.x en los miocitos cardiacos. Estas proteinas de anclaje se unen, a

través de sus dominios PDZ, a las secuencias consenso de union a dominios PDZ (S/T-X-V/I/L),
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que se encuentran localizadas en el extremo C-terminal de estos canales. De hecho, SAP97 se une
con la misma afinidad a los tres canales de la familia Kir2.x, mientras que la o1-sintrofina, se une
con mayor afinidad a Kir2.1 y Kir2.2 que a Kir2.3. Por tanto, dada la importancia de dichas
proteinas de anclaje en la expresion y funcion de los canales Navl.5 y Kir2.x, nuestra hipdtesis es
que podrian estar involucradas en la modulacion reciproca positiva.

Por todo lo anteriormente descrito, seria de interés identificar los determinantes moleculares y
los posibles mecanismos celulares responsables de la modulacion reciproca positiva entre canales
Navl.5 y Kir2.1 vy, si la hubiere, entre canales Nav1.5 y Kir2.2/Kir2.3.

Para ello se han realizado experimentos de electrofisiologia, asi como experimentos de biologia
molecular en lineas celulares de mamifero y en miocitos cardiacos, con los objetivos especificos de:

1) Analizar los efectos producidos por la expresion de los canales cardiacos humanos Navl.5
sobre la corriente /x; generada por homo- y heterotetrameros de canales Kir2.1, Kir2.2 y Kir2.3
expresados en lineas celulares de mamifero.

2) Identificar el papel que juegan las proteinas de anclaje ol-sintrofina y SAP97 en la
modulacién reciproca positiva entre los canales Navl.5 y Kir2.x en sistemas de expresion
heterologos, en miocitos ventriculares de rata y en miocitos auriculares humanos obtenidos
mediante disociacion enzimatica y en tejido cardiaco de raton, rata y cobayo.

3) Determinar las repercusiones a nivel funcional de la modulacién reciproca positiva entre los
canales Navl.5 y Kir2.x en miocitos auriculares disociados enzimdaticamente y procedentes de
muestras de pacientes en ritmo sinusal y con fibrilacion auricular crénica en los que la corriente
generada por los canales Kir2.x aumenta como consecuencia del remodelado eléctrico.

4) Identificar los determinantes moleculares que intervienen en la modulacién reciproca positiva
entre los canales Navl.5 y Kir2.x mediante la utilizaciéon de diversos mutantes localizados en los

extremos N- y C-terminales de ambos canales.

METODOS Y RESULTADOS

Todas las corrientes se registraron utilizando la técnica de patch clamp en configuracion de
célula entera en células CHO transfectadas de forma transitoria, en miocitos ventriculares de rata
adulta y en miocitos humanos disociados enziméaticamente procedentes de auriculas de pacientes
con ritmo sinusal y con fibrilacion auricular cronica sometidos a cirugia cardiaca.

Tanto los ensayos de co-inmunoprecipitaciéon como de western blot se llevaron a cabo en lisado
de cé¢lulas CHO transfectadas transitoriamente, y en muestras auriculares humanas o ventriculares

de ratas, ratones o cobayos.
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El analisis de Proximity ligation assay (PLA) entre los canales Kir2.1 y Navl.5 se llevo a cabo,
mediante microscopia confocal, en miocitos ventriculares de rata adulta disociados
enzimaticamente y fijados sin permeabilizar la membrana celular. La cuantificacion de la expresion
en la membrana citoplasmatica de canales Kir2.1 coexpresados o no con canales Navl.5 se realizé
en células HEK transfectadas transitoriamente con los canales marcados con proteinas
fluorescentes.

La participacion de la a-1-sintrofina y SAP97 en la modulacion reciproca positiva se analizé en
células CHO en las que la expresion de dichas proteinas de anclaje se silenciaba mediante ARN de
interferencia (siRNAs) especificos. El silenciamiento de la al-sintrofina en miocitos ventriculares
de rata se realiz6 mediante construcciones adenovirales que codificaban ARN de interferencia
(shRNA).

Todas las mutaciones de los canales Kir2.x y Navl.5 para el estudio de los determinantes
moleculares de la interaccion entre estos canales se realizaron mediante mutagénesis dirigida y
fueron confirmadas mediante la secuenciacion.

Mediante la utilizacion de estas técnicas se obtuvieron los siguientes resultados:

Los canales Nav1.5 aumentan la ki1 € Ikir2, pero no la corriente generada por canales homo-
o heterotetraméricos que contengan subunidades de Kir2.3. Los experimentos de co-
inmunoprecipitacion confirmaron que tanto los canales Kir2.1 como los Kir2.2 interaccionan con
los canales Navl.5, pero no con los canales Kir2.3. Ademas, los experimentos de microscopia
confocal demostraron que la transfeccion de Navl.5 junto con canales Kir2.1 incrementa la
expresion en la membrana celular de Kir2.1 y que ambos canales se encuentran a una distancia
menor a 40 nm en la membrana celular de los cardiomiocitos.

La interaccion reciproca positiva de los canales Navl.5-Kir2.x depende de una secuencia
especifica de unién a dominios PDZ situada en el extremo C-terminal (SEI), que estd presente en
los canales Kir2.1 y Kir2.2 pero no en Kir2.3 (SAI). De tal forma que los canales Navl.5 son
capaces de tanto modular positivamente como co-inmunoprecipitar con los canales mutantes Kir2.3
que poseen el dominio de unién a PDZ de Kir2.1/2.2 (Kir2.3 A444E), pero no con los canales
mutantes Kir2.1/2.2 que tienen el dominio de uniéon a PDZ de Kir2.3 (Kir2.1 E426A y Kir2.2
E432A). Ademas, se observo que en miocitos auriculares humanos, el aumento de la /x; producido
como consecuencia del remodelado eléctrico que ocurre en fibrilacion auricular no se acompana de
un aumento de la Iy,.

El silenciamiento de la al-sintrofina pero no el de SAP97 en células CHO abolia la modulacion
reciproca positiva entre canales Kir2.1 y Navl.5. Ademas, el silenciamiento de al-sintrofina en

miocitos ventriculares de rata disminuia tanto /x; como In,. Mas atn, los experimentos demostraron
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que los canales Navl.5, Kir2.1, y Kir2.2 interaccionan con la al-sintrofina a través de las
secuencias lineales de union a dominios PDZ.

Gracias a la realizacion de mutagénesis dirigida y efectuando experimentos de electrofisiologia
y co-inmunoprecipitacion, se observd que los canales Nav1.5 se unen a la proteina de anclaje al-
sintrofina mediante dos secuencias de union a dominios PDZ: una localizada en el extremo C-
terminal del canal (SIV), que es la candnica y otra “interna”, que no posee residuo carboxilo libre,
que esté localizada en el dominio N-terminal del canal (18-RESLA-22) y cuya serina en posicion 20
es fundamental para la interaccion. De tal forma que cuando se mutan estas dos secuencias de union
a dominios PDZ, Nav1.5 no interacciona con al-sintrofina.

Por ultimo, el péptido N-terminal del canal Navl.5, que comprende los 132 primeros
aminoacidos del canal, ejerce per se un “efecto chaperona” sobre los canales que interaccionan con
al-sintrofina (Kir2.1, Kir2.2 y Nav1.5) a través de sus dominios de uniéon a PDZ C-terminales. A tal
efecto el dominio N-terminal se une a la al-sintrofina mediante a la secuencia "interna" de union a
PDZ. La mutacion del residuo serina en posicion 20 abole el “efecto chaperona” del dominio N-
terminal.

Todos estos resultados demuestran el papel fundamental que juegan tanto el dominio N-
terminal de Nav1.5, la al-sintrofina y el extremo C-terminal de los canales Kir2.1/Kir2.2 (SEI) en
la interaccidon reciproca positiva de los canales Navl.5-Kir2.x y sugieren que los mecanismos

moleculares que controlan la excitabilidad celular en auricula y ventriculo pueden ser diferentes.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral en sistemas de expresion heterdlogos,
miocitos ventriculares de rata y miocitos auriculares humanos nos han permitido obtener las

siguientes conclusiones:

1) En la membrana de los miocitos cardiacos, los canales Navl.5 y Kir2.1 se encuentran a una
distancia menor de 40 nm, lo que sugiere que interaccionan entre si formando parte de un mismo

canalosoma.

2) La expresion de los canales Navl.5 aumenta la densidad de la corriente generada por homo- y
heterotetrameros de canales Kir2.1 y Kir2.2, pero no la generada por homo- o heterotetrameros de

canales Kir2.3.
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3) En los miocitos auriculares humanos, el aumento de la /Ix; producido por la fibrilacién auricular
no se acompafa de un aumento de la /x,. Este resultado se explica por la presencia de canales
Kir2.3 en el tejido auricular humano. Por tanto, proponemos que la modulacion reciproca positiva

entre la Iy, y la Ix; se produciréd exclusivamente en el tejido ventricular.

4) La modulacion reciproca positiva depende de forma critica de la union de los canales Kir2.x y
Navl.5 a través de sus dominios lineales de union a PDZ, a la proteina de anclaje al-sintrofina.
SAP97, si bien controla la expresion y/o funcion de los canales Kir2.x y Navl.5, no participa en su

modulacién reciproca positiva.

5) Los canales Nav1.5 pueden interaccionar con la al-sintrofina a través de dos secuencias de union
a dominios PDZ: una candnica, localizada en el extremo C-terminal y otra “interna”, que carece de
residuo carboxilo libre, localizada en el dominio N-terminal y en la que la serina en posicion 20 es

critica.

6) El dominio N-terminal del canal Nav1.5 per se ejerce efecto “chaperona” uniéndose a través de
su secuencia de union a PDZ "interna" a la al-sintrofina. Los canales que pueden unirse a la al-
sintrofina (Kir2.1, Kir2.2 y Nav1.5 pero no Kir2.3) son capaces de ser modulados positivamente por

el dominio N-terminal de los canales Navl.5.






SUMMARY

“MOLECULAR DETERMINANTS OF THE INTERACTION
BETWEEN HUMAN CARDIAC Navl.5 AND Kir2.x CHANNELS”

INTRODUCTION AND OBJECTIVES

The cardiac inward Na' current (/x,) generated by Nav1.5 channels, that is responsible for the
Na' influx that depolarizes the membrane potential during the action potential (AP) upstroke, plays
a critical role in cardiac excitability and impulse propagation. The strong inward rectifier current
(Ik1), generated by Kir2.x channels, is the key K™ current responsible for setting the resting
membrane potential and modulating the late-phase of repolarization and AP duration (APD) in
cardiac cells. Thus, /Ix; is critical for controlling cardiac excitability and refractoriness. The Iy,
magnitude depends on the resting membrane potential and APD and, thus, there is a functional
relationship between the In, and the /k;. In addition, it has been demonstrated that the ratio between
the In, and the /x| magnitudes critically determines the stability and rotation frequency of the spiral
reentry wavefronts (rotors) responsible for the genesis of fibrillatory arrhythmias at the atrial and
ventricular levels.

It has recently been demonstrated that the Navl.5 and Kir2.1 channels reciprocally modulate
their expression in the membrane, thus increasing or decreasing Kir2.1 expression produces an
increase or decrease in the expression of Navl.5 channels and, vice versa. These results suggested
that the ratio between the Iy, and Ix; magnitudes is so important for the control of cardiac
excitability and refractoriness that their modulation is not simply functional.

The molecular determinants responsible for the reciprocal modulation between the Nav1.5 and
Kir2.1 channels are unknown at this time. It is also unknown whether a positive reciprocal
modulation is also produced among Nav1.5 channels and Kir2.2 and Kir2.3 channels a clinically
relevant issue, considering that ventricular /x; is generated by Kir2.1 / Kir2.2 channels, whereas
Kir2.3 channels seem to play a predominant role in the genesis of atrial /k;.

The scaffolding proteins SAP97 and al-syntrophin determine the localization and regulate the
function of Navl.5 and Kir2.x channels in cardiac myocytes. These anchoring proteins bind,
through their PDZ domains, to the consensus sequences of PDZ-binding motifs (S/T-X-V/I/L),
which are located at the C-terminus of these channels. In fact, SAP97 binds with the same affinity

to the three channels of the Kir2.x family, whereas the ol-syntrophin binds with greater affinity to
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Kir2.1 and Kir2.2 than to Kir2.3. Therefore, given the importance of such anchoring proteins in the
expression and function of the Navl.5 and Kir2.x channels, our hypothesis is that they could be
involved in the positive reciprocal modulation.

Therefore, it would be of interest to identify the molecular determinants responsible for the
positive reciprocal modulation between the Navl.5 and Kir2.1 channels and, if any, between
Navl.5 and Kir2.2 / Kir2.3 channels.

Electrophysiological, as well as molecular biology experiments in mammalian cell lines and in
cardiac myocytes, have been carried out pursuing the following objectives:

1) To Analyze the effects produced by the expression of human cardiac Nav1.5 channels on the
Ik, generated by homo- and heterotetramers of Kir2.1, Kir2.2 and Kir2.3 channels expressed in
mammalian cell lines.

2) To identify the role of the scaffolding proteins ol-syntrophin and SAP97 in the positive
reciprocal modulation between the Nav1.5 and Kir2.x channels in heterologous expression systems,
rat ventricular and human atrial myocytes as well as mouse, rat, and guinea-pig cardiac tissue.

3) To determine the functional consequences of the positive reciprocal modulation between the
Navl.5 and Kir2.x channels in enzymatically isolated atrial myocytes from samples of patients in
sinus rhythm and with chronic atrial fibrillation in whom the current generated by the Kir2.x
channels increases as a result of electrical remodeling.

4) To identify the molecular determinants that control the positive reciprocal modulation
between the Navl.5 and Kir2.x channels by the use of several mutants located at the N- and C-

terminus of both channels.

METHODS AND RESULTS

All currents were recorded using the whole-cell configuration of the patch-clamp technique in
transiently transfected Chinese hamster ovary (CHO) cells, in adult rat ventricular myocytes, and in
enzymatically isolated myocytes from atria of patients in sinus rhythm and with chronic atrial
fibrillation.

Co-immunoprecipitation and western blot assays were performed on the lysate of transiently
transfected CHO cells, and on human atrial or ventricular samples of rats, mice or guinea-pigs.

Proximity ligation assay between the Kir2.1 and Nav1.5 channels was performed by confocal
microscopy on adult rat ventricular myocytes fixed without permeabilizing the cell membrane.

Quantification of the expression at the cytoplasmic membrane of Kir2.1 channels co-expressed or
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not with Navl.5 channels was performed in human embryonic kidney (HEK) cells transiently
transfected with channels labeled with fluorescent proteins.

The involvement of al-syntrophin and SAP97 in the positive reciprocal modulation was
analyzed in CHO cells in which the expression of mentioned anchoring proteins was silenced by
specific small interfering RNAs (siRNAs). The silencing of al-syntrophin in rat ventricular
myocytes was performed by adenoviral constructs encoding short hairping RNA (shRNA).

Kir2.x and Navl.5 channel mutations for the study of the molecular determinants of the
interaction between these channels were obtained by site-directed mutagenesis and were confirmed
by DNA sequencing.

The main results obtained were as follows:

Navl.5 channels increase Ikin1 and Ikins, but not the current generated by homo- or
heterotetrameric channels containing Kir2.3 subunits. Co-immunoprecipitation experiments
confirmed that Kir2.1 and Kir2.2 channels interact with Navl.5 channels, but not with Kir2.3
channels. In addition, confocal microscopy experiments demonstrated that transfection of Navl.5
along with Kir2.1 channels increases the expression of Kir2.1 in the cell membrane and that both
channels are located at a distance shorter than 40 nm apart in the cell membrane of the
cardiomyocytes.

The positive reciprocal modulation of Nav1.5-Kir2.x channels depends on a specific C-terminal
(SEI) PDZ-binding motif, which is present in the Kir2.1 and Kir2.2 channels but not in Kir2.3
(SAI). In fact, Nav1.5 channels positively modulate and co-immunoprecipitate with a Kir2.3 mutant
(Kir2.3 A444E) harboring the Kir2.1/2.2 PDZ-binding domain, but not with the Kir2.1/2.2 mutants
harboring the PDZ-binding domain of Kir2.3 channels (Kir2.1 E426A and Kir2.2 E432A). In
addition, it was observed that in human atrial myocytes, the Ix; increase produced as a consequence
of the electrical remodeling induced by atrial fibrillation is not accompanied by an increase in the
Ina.

The silencing of al-syntrophin but not the silencing of SAP97 in CHO cells abolishes the
positive reciprocal modulation between Kir2.1 and Nav1l.5 channels. In addition, in rat ventricular
myocytes silencing of al-syntrophin decreased both /Ix; and In,. Moreover, the experiments
demonstrated that the Navl.5, Kir2.1, and Kir2.2 channels interact with al-syntrophin via their
PDZ binding motifs.

Site-directed mutagenesis, electrophysiological, and co-immunoprecipitation experiments,
demonstrated that Nav1.5 channels bind to al-syntrophin by means of two PDZ domain binding
sequences: one located at the C-terminus (SIV), which is the canonical one, and an “internal” one,

which has no free terminal carboxyl residue. This internal PDZ binding motif is located in the N-
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terminal domain of the channel (18-RESLA-22) being the serine at position 20 critical for the
interaction with al-syntrophin. Thus, when these two PDZ-binding sequences are mutated, Nav1.5
does not interact at all with al-syntrophin.

Finally, the N-terminal peptide of the Navl.5 channel, comprising the first 132 amino acids,
exerts a “chaperone-like effect” on the channels that interact with al-syntrophin (Kir2.1, Kir2.2 and
Nav1.5) through their C-terminal PDZ-binding domains. To this end, the N-terminal domain binds
to al-syntrophin by the “internal” PDZ-binding sequence. The mutation of the serine residue at
position 20 abolishes the “chaperone-like effect” of the N-terminal domain.

All these results demonstrate the key role played by the N-terminal domain of Navl.5, the al-
syntrophin, and the C-terminal sequence of the Kir2.1/Kir2.2 (SEI) channels in the reciprocal
positive interaction between Nav1.5 and Kir2.x channels suggesting that the molecular mechanisms

controlling cellular excitability in the atrium and ventricle may be different.

CONCLUSIONS

The results of this Doctoral Thesis obtained in heterologous expression systems, rat ventricular

myocytes, and human atrial myocytes led us to the following conclusions:

1) Nav1.5 and Kir2.1 channels are located at less than 40 nm apart from each other at the membrane
of cardiac myocytes, suggesting that they interact between them and form part of the same

channelosome.

2) Expression of Navl.5 channels increases the density of the current generated by Kir2.1 and

Kir2.2 homo- and heterotetramers, but not that generated by Kir2.3 homo- and heterotetramers.

3) In human atrial myocytes, the atrial fibrillation-induced increase of the Ik; is not accompanied by
an increase in the In,. This result can be explained by the presence of Kir2.3 channels in the human
atrial tissue. Therefore, we propose that the positive reciprocal modulation between the Iy, and the

Ix; will be produced, exclusively, in the ventricular tissue.

4) The positive reciprocal modulation critically depends on the binding of both Kir2.x and Nav1.5
channels through their lineal PDZ-binding domains, to al-syntrophin. SAP97, which controls the
expression and/or function of Kir2.x and Navl.5 channels, is not involved in their positive

reciprocal modulation
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5) Navl.5 channels can interact with al-syntrophin through two PDZ-binding domain sequences.
The first one is the canonical sequence located at the C-terminus (SIV). The second one, or
“internal”, lacks the free carboxylate group and is located at the N-terminal domain and determined

by serine at position 20.

6) Navl.5 N-terminal domain per se exerts a “chaperone-like” effect by binding to al-syntrophin
through its internal PDZ-binding sequence. The channels that complex with al-syntrophin (Kir2.1,
Kir2.2 and Navl1.5) are amenable to be positively modulated by the N-terminal domain of Nav1.5

channels.
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Introduccion

1. ELECTROFISIOLOGIA CARDIACA

El corazon es un 6rgano que actiia a modo de bomba, enviando sangre a los distintos tejidos del
organismo. Para llevar a cabo su funcidon 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 esta formado por tres tipos de tejido: los musculos auriculares y
ventriculares, de los que depende su capacidad contractil, y las fibras del tejido especializado de

conduccion, encargadas de la transmision de los impulsos a través del corazon.

Nodo SA |

Auricula

Nodo AV
Fibras de

. / . ':f:lL\Purkinje

Endocardio

Miocardio
medio

Epicardio

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

En condiciones fisiologicas, el impulso cardiaco nace en el nodo senoauricular (SA), estructura
que se localiza en la confluencia de la vena cava superior con la orejuela derecha y la pared lateral
de la auricula derecha (Figura II.1). El nodo SA genera unos 60-90 potenciales de accion (PA) por
minuto que se propagan sin disminuciéon 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
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0.3 m/s para, a continuacion, llegar al nodo auriculo-ventricular (AV), Gnico punto que permite la
comunicacion 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 rapidamente (2-4
m/s). El haz de His se bifurca en una rama derecha y varias izquierdas, que acaban ramificandose
profusamente en fibras de Purkinje, desde donde la activacion se extiende por el musculo
ventricular, empezando por el septo medio izquierdo y la base de los musculos papilares y, de ahi,
al resto de los ventriculos. La répida 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 funcion de bomba (Hoffman y

Cranefield, 1960; Delpon y Tamargo, 2005).

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

refractariedad y la conduccion del impulso cardiaco.

1.1. Excitabilidad

La membrana citoplasmica es una barrera que separa dos medios acuosos de diferente
composicion. Pese a su diferente composicion, tanto el medio intracelular como el extracelular han
de cumplir el principio de neutralidad eléctrica (la suma de cargas positivas y negativas en el mismo
medio debe ser cero) y de equilibrio osmotico (la presion osmética debe ser idéntica a ambos lados
de la membrana). Esta diferencia en la composicion de ambos medios origina un gradiente de
concentracion que induce la difusion de moléculas desde el medio donde estdin mas concentradas
hacia el medio en el que lo estdn menos (Tabla II.1). Termodindmicamente, la difusién es un
proceso que disminuye el orden del sistema (es decir, que aumenta su entropia), lo que implica que

la difusion libera energia. Nernst cuantificod esta energia como una variacion de potencial eléctrico:

AG = —R-T-In([ion]./[ion];) (IL.1)

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

¢ste difundira desde el interior (donde estd mas concentrado) hacia el exterior de la célula (donde
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esta menos concentrado), por lo que en el interior se acumularan mas cargas negativas, con lo que
, . + . . . , v .7 .7
volverd a atraer iones K™ hacia el interior de la célula. La energia de atraccidon también puede

cuantificarse:

AG =-Ez’F (IL.2)
donde FE es el potencial transmembrana, z es el nimero de oxidacion del ion en cuestion y F es la
constante de Faraday (9.65-10* C/mol). A medida que el K* va saliendo de la célula, el gradiente

eléctrico se iguala al gradiente quimico (de concentracion) que causa la difusion:

E-z'F = R-T"In([ion]./[ion];) (I1.3)

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

E = (R-T/zF)-In([ion]./[ion];) (I1.4)

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

“potencial de equilibrio” (Tabla I1.1) y su valor viene dado por la ecuacion de Nernst.

Ion [Ton]. (mM) [Ton]; (mM) Potencial de equilibrio
Na' 135-145 12 +67

K" 3.5-5 155 -96

Cr 123 4.2 -90
Ca*' 1.5 10 nM +129

Tabla II.1. Concentraciones extra e intracelulares de los principales iones en condiciones fisioldgicas. 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 determinado 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). 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 idnico resulta ademas esencial para evitar una excesiva presion

osmotica debida a los cambios en la osmolaridad de ambos medios.
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1.1.1. Transporte de iones a través de la membrana celular

En condiciones de reposo, el Na" y el Ca®" estan mas concentrados en el medio extracelular,
mientras que el K” y los aniones organicos (proteinas, ATP,...) 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 idnicos 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 paso
de iones masivamente (hasta 10® iones/s) y generando una corriente ionica.

¢ 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 como en su carga, de modo que ciertos residuos del
canal se alinean en el poro e interaccionan con los iones formando barreras termodinamicas que
favorecen el paso de unos iones frente a otros.

¢ Controlar la permeabilidad de la membrana a cada ion mediante la transicion entre los diferentes
estados del canal. Entre los diferentes estados del canal se encuentran, al menos, un estado abierto y
uno 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). Segln 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 union de factores externos como hormonas o
neurotransmisores) y canales operados por segundos mensajeros (el gating estd 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).

Las proteinas transportadoras facilitan el movimiento de pequefias moléculas a través de la
membrana pero a una velocidad més lenta que la de los canales iénicos (10°-10* moléculas/s).

Dentro de este grupo se encuentran proteinas como las bombas idnicas o los cotransportadores.

20



Introduccion

1.1.2. El potencial de reposo

En condiciones normales, las células musculares auriculares y ventriculares y del sistema
especializado de conduccion presentan un E;, de aproximadamente -85 mV, mientras que en las
células de los nodos SA y AV el Ey, es de entre -45 y -65 mV. Las células de los nodos SAy AVy
del tejido especializado de conduccidon presentan una propiedad conocida como “automatismo
intrinseco”: son capaces de generar PA en ausencia de estimulos externos. Por el contrario, en las
células musculares auriculares y ventriculares el valor del £\, se mantiene constante si la célula no
es estimulada. A esta diferencia de potencial se le denomina “potencial de reposo” (PR) y esta
determinado por el equilibrio entre la capacidad de los distintos iones para atravesar la membrana a
favor de su gradiente de concentracion y el transporte activo de dichos iones en contra de su
gradiente.

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 ecuacién que define el E,, en las células
permeables al Na’, al CI" y al K', denominada “ecuacién de campo constante” o “ecuaciéon de

Goldman-Hodgkin-Katz” (Goldman, 1943; Hodgkin y Katz, 1949), es:

£ :(Rlen ([K"], P +[Na™], By, +[CI"], Fyy) (IL5)

Fz ([K+]iPK+[Na+]iPNa+[Cl_]iPCl)

donde Pk, Py, Y Pc representan la permeabilidad de la membrana al K", al Na' y al CI,
respectivamente. En esta ecuacion queda representado el equilibrio entre la difusion por gradiente
de concentracion y la atraccion eléctrica de los elementos con carga, estando la contribucion de
cada ion ponderada en funcién de su permeabilidad, de modo que si una célula es muy permeable al

K, el término Px dominara el valor del Ep.
1.1.3. El potencial de accion

Hasta este momento se ha tratado la permeabilidad relativa de cada especie idnica como una
constante. Sin embargo, no es asi realmente. Un aumento rapido y transitorio de la permeabilidad al

Na' provocaria que el potencial de la membrana se hiciese mas positivo (el £, se acercaria al valor
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del Ex,, que es de aproximadamente +65 mV). Si a continuacion aumentase de forma rapida y
transitoria la permeabilidad al K, el potencial de membrana tenderia al Ex (aproximadamente -96
mV), tal y como especifica la ecuacion de Goldman. Los miocitos cardiacos, cuando reciben un
estimulo de intensidad suficiente para superar el potencial umbral, generan un PA que es un
estimulo “todo o nada”. 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
repolarizacién. Una vez finalizada la repolarizacion hay un breve periodo, denominado periodo
refractario absoluto, en el que es imposible que un nuevo estimulo logre disparar un nuevo PA.

En el corazon se registran PA de diversas morfologias (Figura II.1). En las células musculares
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 I1.2) (Coraboeuf y Otsuka, 1956; Beeler y Reuter, 1977; Carmeliet y
Vereecke, 1979). Ademas, las diferentes fases del PA cardiaco se corresponden con las fases del
electrocardiograma (ECG). Asi, la despolarizacion del PA auricular se corresponde con la onda P.
El intervalo PR refleja la velocidad de conducciéon a través del nodo AV, el complejo QRS, la
despolarizacion y velocidad de conduccion intraventriculares y el intervalo QT, la duraciéon de la
repolarizacion ventricular (Figura II.1). La duracion del potencial de accion (DPA) es menor en las
células auriculares que en las ventriculares, lo que constituye un mecanismo de proteccion que evita
que los ventriculos puedan responder a frecuencias auriculares muy altas o a una estimulacion
prematura del corazéon. Ademas, también existen diferencias en la morfologia y duracion de los PA
de diferentes zonas del tejido auricular y ventricular, lo que ha sido atribuido tanto a la expresion de
distintos tipos de canales ionicos en dichas zonas como a la distribucion heterogénea de la

expresion de ciertos canales (Figura I1.1).

1.1.3.a. PA rdpidos o dependientes de Na"

Los PA rapidos o dependientes de Na' presentan 5 fases (Figura 11.2) (Hoffman y Cranefield,
1960; Nattel, 2002; Delpon y Tamargo, 2005).

La fase 0 de répida despolarizacion de las células miocardicas se debe a la apertura de los
canales de Na" dependientes de voltaje y, por lo tanto, a la activacién de la corriente rapida de

entrada de Na' (/x,), que desplaza el potencial de membrana desde sus valores en reposo (PR =-85
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mV) hasta valores positivos (=+30 mV). La activacion de la Iy, es un proceso muy rapido (0.5-2
ms) y su inactivacidon sigue una cinética biexponencial, con un componente lento 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
continuacion, 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 conformacion no conductora) y de la activacién de dos corrientes de salida de K dependientes
de voltaje: la corriente transitoria (/,01), que se activa e inactiva rapidamente y que juega un papel
fundamental en el control de la 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 el componente
ultrarrapido de la corriente rectificadora tardia, de rdpida activacion y lenta inactivacion (Ixyr), que
es especificamente auricular (Fedida y cols., 1993; Snyders y cols., 1993; Wang y cols., 1993).

La fase 2 (o fase de meseta) representa el fino equilibrio entre dos corrientes de entrada, la Iy,
(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 (Icor) (Nilius y cols., 1985; Bean, 1989; Bers y
Pérez-Reyes, 1999), y tres corrientes rectificadoras tardias de salida de K™ dependientes de voltaje
de activacion ultrarrapida (Iky), rapida (Ik;), y lenta (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 £, alcanza de
nuevo el valor del PR. Ademas, durante la fase final de la repolarizacién se produce la salida de K
a través de canales que presentan rectificacion interna (/x;) (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 Aj,
ambos acoplados a proteinas G inhibitorias) activando otra corriente que presenta rectificacion
interna, la corriente de K" activada por acetilcolina (fx acp) (Sakmann y cols., 1983). La activacion
de la Ik acn 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 que
no son automaticas, esta fase es isoeléctrica (el £y, se mantiene constante) gracias principalmente a
la Ix; (Carmeliet, 1993; Lopatin y Nichols, 2001; Anumonwo y Lopatin, 2009). El valor del PR
depende también de la actividad de la ATPasa dependiente de Na" y K y la del intercambiador
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+ -+ . . . y . . .
Na/Ca®* que realizan intercambios electrogénicos y contribuyen a restaurar la homeostasis

intracelular tras el PA.

Fase 1 Fase 2
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Figura IL.2. PA auricular rapido o “dependiente de Na™. Representacion esquematica de las distintas fases del PA,
con las corrientes i6nicas de entrada y salida implicadas en el mismo, asi como las subunidades o y B que forman los
canales que generan dichas corrientes.

1.1.3.b. PA lentos o dependientes de Ca’*

Los PA dependientes de Ca*" se generan en las células de los nodos SA y AV y en las células de
los anillos de las valvulas mitral y trictispide y en células anormalmente despolarizadas (PR de = -
45 mV) (Reuter, 1973; Cranefield y Aronson, 1975). A este potencial, la Iy, estd totalmente
inactivada, por lo que la fase 0 de los PA generados en estas células se debe a la lenta entrada de

Ca’" al interior celular a través de la Icay.
1.2. Automatismo

Aunque todas las células cardiacas son excitables y responden a los estimulos eléctricos
generando PA, algunas, ademds, presentan actividad automatica, es decir, son capaces de
autoexcitarse y generar de forma espontdnea PA. En condiciones fisiologicas, las células de los
nodos SA y AV, de los tractos internodales auriculares y del sistema especializado de conducciéon
His-Purkinje presentan actividad automatica, careciendo de ella las fibras 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
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una célula automatica depende del potencial diastélico méximo, del nivel de potencial umbral y de
la pendiente de la fase 4 de lenta despolarizacion diastolica.

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 actiian como “marcapasos latentes o subsidiarios”.

1.3. Refractariedad

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

En las células que generan PA dependientes de Na', este periodo refractario viene determinado
por la cinética de reactivacion de la Iv,. Los canales de Na* permanecen en estado de reposo durante
la diastole (fase 4), se abren durante la fase 0 del PA y, a continuacidn, pasan a un estado inactivo
no conductor (que no permite la entrada de Na") en el que permanecen hasta que la repolarizacion
alcanza valores mas negativos de -50 mV. Durante el “periodo refractario absoluto”, la célula es
incapaz de generar un PA y permanece inexcitable (Weidmann, 1955a; Hoffman y Cranefield,
1960; Hondeghem y Katzung, 1977). Conforme el potencial de membrana de la célula se repolariza
entre -50 y -90 mV, cierta proporcién de los canales de Na" pasan del estado inactivo al estado de
reposo y, por lo tanto, la aplicacion de un estimulo eléctrico es capaz de generar una respuesta. Esta
respuesta tendrd menor amplitud y se conducira tanto mas lentamente cuanto menor sea el tiempo
transcurrido entre la aplicacion del estimulo y el comienzo de la fase 0 del PA previo. En este
periodo, llamado “periodo refractario efectivo”, un estimulo supraumbral puede producir una
respuesta local, pero no un PA propagado (Hoffman y Cranefield, 1960). 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 se genera un PA prematuro, tendra menor amplitud y menor duracion que un PA generado
cuando la célula se ha repolarizado y recuperado por completo su excitabilidad. Estos PA
prematuros se propagan mas lentamente, es decir, presentan un bajo factor de seguridad de la
conduccion, y el bloqueo de la misma propicia la aparicion de arritmias por reentrada (Hoffman y
Cranefield, 1960). La duracion del periodo refractario cardiaco determina la maxima frecuencia de
estimulacion cardiaca y varia con la DPA. Las células auriculares presentan una menor duracion del

PA y del periodo refractario que las ventriculares (=200 ms en las primeras frente a los =300 ms de
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las segundas), lo que explica por qué la frecuencia de las arritmias supraventriculares es mayor que
la de las ventriculares. El periodo refractario, ademas, 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 y disminuyen su funcion de bomba.

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 responsables de la génesis del PA. Por otro lado, la conduccion
del impulso cardiaco dependerd también de los factores que determinan el PR, el acoplamiento
intercelular y las propiedades de cable de la membrana (resistencia y capacitancia), esto es, de las
propiedades pasivas de la membrana.

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

O=E, Cy (I1.6)

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 C, impone un
retraso en la variacion del voltaje y en la propagacion del estimulo, ya que cualquier variacion en el
E., debe vencer primero la carga acumulada en la membrana.

Los miocitos cardiacos estdn unidos entre si por los discos intercalares (DI), que permiten el
acoplamiento eléctrico, y por los desmosomas, uniones especializadas que facilitan el acoplamiento
contractil. Estas uniones permiten que el miocardio funcione como un sincitio funcional. Este
acoplamiento se realiza a través de uniones de baja resistencia (1-3 Q-cm? unas 700 veces menor

que la de la resistencia externa de la membrana), a las que se denomina “uniones estrechas” (gap
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junctions). En condiciones fisioldgicas, la resistencia intracelular es minima para un acoplamiento
célula-célula que facilite la propagacion sincronica.

El impulso cardiaco se genera en el nodo SA y se propaga de forma electrotonica a las células
excitables vecinas, desplazando su nivel de £\, 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 y asi sucesivamente (Figura II.3).Cuanto mayor sea la
amplitud de la Iy, que genera el PA, mayor serd la velocidad de conducciéon con que éste se
conducird por el miocardio y, por lo tanto, mayor sera el margen de seguridad de propagacion 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®" el margen de seguridad de

propagacion del impulso serd menor (Delpon y Tamargo, 2005).

+30 mV BRI RN RN RN NN RN I RN NN NN NN NN RN IR IR R RN NRENRNENEED
0 mV EERERRIRRRRRRRNERRRRRNRRRnn

Potencial de membrana

Miocitos cardiacos

:\>. Sentido de la conduccion

Figura I1.3 Representacion esquematica de la propagacion del impulso cardiaco.

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

mas rapida, permitiendo finalmente la contraccion ventricular coordinada.
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2. CANALES IONICOS DEPENDIENTES DE VOLTAJE IMPLICADOS EN EL
POTENCIAL DE ACCION CARDIACO

2.1. Canales de Na*

Los canales de sodio dependientes de voltaje, son esenciales para el inicio (despolarizacion) y la

propagacion del PA en tejidos excitables (Ver apartado 4 para una descripcion mas amplia).

2.2. Canales de Ca*

Los canales de Ca®" dependientes de voltaje permiten la entrada de Ca*" en respuesta a la
despolarizacion de la membrana y son esenciales para acoplar las sefiales eléctricas en la superficie
celular con la respuesta fisioldgica a nivel celular (Nilius y cols., 1985; Bean, 1989). Inicialmente,
los canales de Ca®" dependientes de voltaje se clasificaron segun la magnitud de la despolarizacion
requerida para su activacion: los que requerian una fuerte despolarizacion (HVA, High Voltage
Activated o Long-lasting) y los que requerian una despolarizacion menor (LVA, Low Voltage
Activated). Los canales LVA son los que hoy en dia se conocen como canales de Ca®" tipo T, que se
activan rapidamente a E;, =-50 mV y 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 milisegundos. Hasta el momento, se han
identificado 5 subtipos de canales HVA (L, N, P, Q y R) que presentan diferentes propiedades
cinéticas, biofisicas y farmacolédgicas. Sin embargo, en el miocardio humano sélo se ha demostrado

la presencia de los canales de Ca" tipo L.

Los canales tipo L presentes en los miocitos cardiacos determinan la fase de meseta del PA. Se
localizan principalmente en los tibulos T, desde donde promueven la apertura de los receptores de
rianodina del reticulo sarcoplasmico (RyR2), con la consiguiente salida de Ca®" desde el mismo (lo

. . . 24 . . 2+
que se denomina “liberacion de Ca” inducida por Ca™”

). Por su parte, los canales tipo T se
localizan principalmente en las células auriculares y en las células automaticas del nodo SA y de las
fibras de Purkinje, mientras que su presencia en las células ventriculares es minima (Mitra y Morad,
1986; Yuan y cols., 1986; Hagiwara y cols., 1988; Bean, 1989). Debido a este patron de expresion,
se ha propuesto que los canales tipo T pueden participar en la regulacion del automatismo cardiaco

(Hagiwara y cols., 1988; Bean, 1989; Wu y Lipsius, 1990).

28



Introduccion

2.2.1. Estructura de los canales de Ca>"

Los canales de Ca’" dependientes de voltaje son heterotetrimeros compuestos por las
subunidades a;, B y 0,/9, y, en algunos tejidos, la subunidad y (Bodi y cols., 2005; Catterall y cols.,
2005b; Nerbonne y Kass, 2005; Rougier y Abriel, 2016). Hasta ahora, se han identificado los genes
que codifican la expresion de 10 subunidades a1, 4 subunidades 3, 4 complejos a,/d y 8 subunidades
Y , aunque, a nivel cardiaco, solo se ha demostrado la existencia de las subunidades reguladoras § y
ay/d. Los diferentes tipos de corriente de entrada de Ca*’ (Ica) se definen en funcion de la subunidad
a; que forma el canal, mientras que las subunidades reguladoras modulan su trafico a membrana y/o
las propiedades biofisicas de la corriente (Figura 11.4) (Bodi y cols., 2005; Catterall y cols., 2005b;
Nerbonne y Kass, 2005; Rougier y Abriel, 2016).

ss 1seé

Figura I1.4. Estructura del canal de Ca*" tipo L. [Adaptada de Bodi y cols., 2005]

e Subunidad o
La familia Cavl codifica las subunidades al de los canales de Ca2+ tipo L, siendo la
Cavl.2 (alC) la que se expresa predominantemente en el corazoén (Bodi y cols., 2005; Zamponi y
cols., 2015; Rougier y Abriel, 2016). Se han identificado tres variantes de la isoforma Cavl.2

(Cavl.2a-c), de las que la Cavl.2a es la isoforma especificamente cardiaca.
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Por su parte, la familia Cav3 codifica las subunidades o; (o y o) de los canales tipo T
(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 homélogos (DI a DIV),
cada uno compuesto por 6 segmentos TM en hélice-o (S1 a S6) (Figura I1.4). 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®". También
como en los canales de Na”, el lazo P que une los S5y S6 de los cuatro dominios se hunde en la
membrana y contribuye a formar el poro del canal. Cada uno de los lazos P del canal de Ca®"
contiene un residuo de glutdmico (“locus EEEE”). Estos residuos forman una zona de alta afinidad
por el Ca®" (similar al locus DEKA de los canales de Na) y forman el filtro de selectividad del

canal (Mikala y cols., 1993; Klockner y cols., 1996; Koch y cols., 2000).

e Subunidades reguladoras

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 o
(Figura 11.4) (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 e intervienen en la regulacion por el pH (Schuhmann y cols., 1997)
o por receptores P-adrenérgicos (Mikala y cols., 1998). Ademas, se ha descrito que las subunidades
B podrian intervenir en el proceso de “facilitacion” de la Ic,1 o aumento de la amplitud de la
corriente al aumentar la frecuencia de estimulacion (Cens y cols., 1996). La subunidad
predominante en el miocardio humano es la CavB2b codificada por el gen CACNB2b (Buraei y

Yang, 2010).

e Subunidad 0,,/0

El complejo a,/0 esta formado por la unién mediante un puente disulfuro de la subunidad
extracelular a, y la subunidad TM & (Figura 11.4). La funcion del complejo a,/d varia seglin las
subunidades a; y B 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). De todas las isoformas, la que se
considera predominante en el miocardio humano es la 0201 codificada por el gen CACNA2DI

(Burashnikov y cols., 2010).
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2.2.2. Caracteristicas de la Ic, .

La Icap registrada en miocitos cardiacos presenta un potencial umbral de activacion de
alrededor de -30 mV y alcanza su maxima amplitud entre 0 y +10 mV. La activacion y la
inactivacion son relativamente lentas, alcanzdndose el pico maximo al cabo de 1-5 milisegundos
(Figura I1.5A).La inactivacién de la corriente es un proceso dependiente del voltaje y de la [Ca®'];
(Kass y Sanguinetti, 1984; Lee y cols., 1985; Zhang y cols., 1994). En la inactivacion dependiente
de voltaje, el lazo DI-DII actia como particula bloqueante del canal (Kim y cols., 2004a). 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 I1.4) (Zuhlke y cols., 1999; Peterson y cols., 2000). Asi, tras la
despolarizacién 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 y por tanto el cese de la
entrada de Ca®" al miocito cardiaco. Los canales de Ca®" tipo L son también permeables al Ba*". De
tal forma que cuando se utiliza Ba** como i6n conductor en lugar de Ca®’, se suprime la
inactivacion dependiente del aumento en la [Ca®]; y por tanto la disminucion de la corriente es

menor y con una cinética mas lenta (Figura I1.5.B).

Figura I1.5. Caracteristicas de la corriente generada por los canales de calcio tipo L. (A) /¢, registrada en nuestro
laboratorio en miocitos auriculares humanos tras la aplicacion del protocolo que se muestra en la parte superior.
[Adaptada de Pérez-Hernandez y cols., 2016]. (B) Corriente de Bario generada por los canales de Calcio tipo L
registrada en nuestro laboratorio en células HL-1 tras la aplicacion del protocolo que se muestra en la parte superior
[Adaptada de Barana y cols., 2014]
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El canal de Ca®" tipo L es una diana farmacolégica muy importante para el tratamiento de
diversas patologias. Dada la ubicuidad del Ca®" como mensajero intracelular, los farmacos que

inhiben la Ic,p (denominados “antagonistas del Ca®™

) estan indicados en el tratamiento de la
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 unidon en el dominio formador del poro de la subunidad o (Tikhonov y Zhorov,

2008 y 2009; Cheng y cols., 2009).

2.3. Canales de K" voltaje-dependientes

Los canales de K' constituyen el grupo maés 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, la frecuencia de disparo de las células automaticas, la liberacion de neurotransmisores, la
secrecion de insulina, la excitabilidad celular, el transporte de electrolitos por las células epiteliales
o la regulacion de la contraccion del musculo liso esquelético y cardiaco.

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 excitabilidad celular: los
canales que se activan rapidamente intervienen en la repolarizacion durante las primeras fases del
PA, mientras que los canales que generan corrientes rectificadoras tardias que se activan lentamente
participan fundamentalmente en la repolarizacion durante la fase 3. Los canales de K presentan
una distribucion heterogénea en funcion 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 I1.1). Ademas, la expresion y las propiedades de los canales de K también pueden

verse modificadas por farmacos, hormonas y diferentes enfermedades o patologias.

Los principales canales de K* voltaje-dependientes que existen en el miocardio son aquellos
canales formados por 6 segmentos TM y 1 poro (6TM/1P) (Figura I1.6). En este grupo se incluyen
los clasicos canales de K" voltaje-dependientes cardiacos y también los canales de K" activados por

Ca”", que presentan un segmento TM adicional (S0) en el extremo N-terminal.
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Figura I1.6. Topologia de la subunidad o de los canales de K' voltaje-dependientes presentes en el miocardio
pertenecientes al grupo de canales formados por 6 segmentos TM y 1 poro (6TM/1P). [Adaptadas de Choe, 2002]

2.3.1. 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 primer canal de K identificado en el mutante Shaker de la mosca del
vinagre (Jan y cols., 1983; Papazian y cols., 1987) se identificaron otras tres subfamilias de genes
que codifican la expresion de un gran nimero de canales Kv a las que se denomind Shab, Shaw y
Shal. En mamiferos, estas cuatro familias se corresponden con las familias Kvl (Shaker), Kv2
(Shab), Kv3 (Shaw) y Kv4 (Shal). Hasta la fecha, se han descrito doce familias de subunidades o
Kv (Kvl a Kv12), con una homologia aminoacidica de =70% dentro de una misma familia y de
=40% entre diferentes familias (Gutman y cols., 2005). Ademas, la diversidad funcional de los
canales Kv se ve aumentada por factores como: a) la formacién de heterotetrdmeros (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,
ubiquitinizacidn, palmitoilizacion, nitrosilacion, etc. (Grandi y cols., 2016; Chiamvimonvat y cols.,

2016).
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2.3.1.a. Estructura de los canales Kv

Los canales Kv estan formados por cuatro subunidades o y un ntimero variable de subunidades

auxiliares.

1. La subunidad o

En los canales Kv, cada subunidad a consta de 6 segmentos TM (S1 a S6) con estructura de
hélice o y conectados entre si por secuencias hidrofilicas no conservadas (Figuras I1.6A). La
secuencia que conecta el S5 y el S6 se denomina region P, esta formada por 20 aminoacidos, y se
introduce en la membrana (1 nm) tapizando la parte extracelular del poro i6nico (Liman y cols.,
1991; MacKinnon, 1991; Yellen y cols., 1991; Yool y Schwarz, 1991; Whicher y cols., 2016). El
poro i6nico es el sitio de union de muchas toxinas (Doyle y cols., 1998; Morais-Cabral y cols.,
2001; Zhou y cols., 2001; Jiang y cols., 2002), del tetractilamonio (TEA) (Yellen y cols., 1991;
Choi y cols., 1993) y de diferentes farmacos antiarritmicos (Yeola y cols., 1996) y anestésicos
locales (Valenzuela y cols., 1995; Franqueza y cols., 1997; Caballero y cols., 2002).

Los canales Kv 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).
Esta dependencia del Ey, se debe a la presencia en su estructura de un “sensor de voltaje” formado
por los segmentos S1 a S4 del canal. En concreto, la secuencia de cada S4 contiene cuatro o mas
residuos cargados positivamente (argininas y lisinas) que se recolocan en la membrana cuando el
E, varia (Liman y cols., 1991; Papazian y cols., 1991), produciendo un movimiento de cargas a
través del campo eléctrico TM que se puede medir experimentalmente (=12-13 e,) (Schoppa y cols.,
1992; Hirschberg y cols., 1995) y que se denomina “corriente de gating” (Armstrong y Bezanilla,
1973; Armstrong, 1974)

1. Subunidades auxiliares

El ensamblaje de 4 subunidades o es suficiente para formar un canal funcional que genere una
corriente i6nica. Sin embargo, la presencia de subunidades auxiliares aumenta la diversidad
funcional de los canales Kv (Figura 11.7) 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 ex6genos/enddgenos.
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Figura IL.7. Dibujo esquematico de diversos tipos de subunidades auxiliares de canales iénicos y su posicion
respecto al poro. Las subunidades o aparecen en gris y las subunidades 3 en rojo. (A) Ensamblaje de 4 subunidades o
Kv a través del extremo N-terminal con 4 subunidades Kvf citosolicas. (B) Interaccion del canal Kv4.2 con un
complejo de 4 subunidades citopldsmicas KChIP. Se observa también la asociacién de la subunidad DPPX con la
subunidad o. (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 KvB, 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 Kv[} esta compuesta por tres proteinas homoélogas (Kvp1 a Kvf33),
asi como varias isoformas de alguna de ellas (Wang y cols., 1996; Martens y cols., 1999). Son
proteinas citosdlicas que se ensamblan a la subunidad o por el extremo N- terminal y su principal
efecto es inducir una répida 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 II.7A y D) (Nakahira y cols., 1996; Martens y cols., 1999;
Wissmann y cols., 1999).

¢ Subunidad minK y péptidos relacionados
Hasta la fecha se han descrito 5 proteinas codificadas por genes de la familia KCNE (KCNEI1 a
KCNEYS). Todas ellas presentan un unico segmento TM, un dominio N-terminal extracelular y un

dominio C-terminal intracelular (McCrossan y Abbott, 2004; Bendahhou y cols., 2005).

La proteina minK (minimal K= channel subunit) fue la primera en ser identificada (Takumi y
cols., 1988; Murai y cols., 1989). Las siguientes subunidades auxiliares codificadas por genes
KCNE se identificaron por homologia con minK y se denominaron MiRP (MinK-Related Peptides)
(Figura I1.7D) (Abbott y cols., 1999; McCrossan y Abbott, 2004).
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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 interactuan 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 o Kv1, Kv2 y Kv4 (Figura I1.7D) (Wible y cols., 1998; Kuryshev y cols., 2000).

e Subunidades KChIP

Las subunidades auxiliares KChIP (Kv Channel Interacting Protein) son proteinas citosolicas de
las que se han identificado cuatro tipos (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 I1.7B) (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).

e Subunidades DPPX

Las proteinas dipeptidilpeptidasas (DPP) pertenecen a la familia de serina-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 I1.7B), del que se
ha sugerido que tiene como funcion regular la cinética y el trafico a la membrana de los canales
Kv4 (Kin y cols., 2001; Nadal y cols., 2003; Radicke y cols., 2008), con los que interacciona
siguiendo una estequiometria 1:1 (Soh y Goldstein, 2008).

2.3.1.b. 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

. . . . . + 7
ventriculares, se han podido identificar las corrientes de K' generadas a través de canales Kv

implicadas en el PA cardiaco, que son: la /1, 1a Ixyr, la Ik, y la Is.
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I Lal,;

La corriente transitoria estd formada en realidad por dos componentes bien diferenciados, la /i
y la 02, donde solo la 7, es una corriente de K', ya que la I, es una corriente de Cl activada por
Ca”" (Siegelbaum y cols., 1977; Kenyon y Gibbons, 1979; Coraboeuf y Carmeliet, 1982; Hiraoka y
Kawano, 1989). A su vez, existen dos fenotipos de /i1: una /Iy lenta (fio15) y una fio; répida (Zio1 ¢).
Ambos fenotipos se pueden distinguir en funcién de sus propiedades biofisicas, moleculares y
farmacoldgicas (Nerbonne y Kass, 2005; Chiamvimonvat y cols., 2016). En cualquier caso la /,; es
responsable de la rapida repolarizacion del PA durante la fase 1, por lo que determina la altura y la
duracion de la fase de meseta (Nerbonne, 2000; Oudit y cols., 2001; Tamargo y cols., 2004; Niwa y
Nerbonne, 2010).

La I,,; se activa (alcanza su maxima amplitud en 5-20 milisegundos) e inactiva rapidamente
(Figura IL.8), siendo su reactivacion también muy rapida (=50 milisegundos) (Litovsky y
Antzelevitch, 1988; Fermini y cols., 1992). La amplitud de la /;,; es dependiente de la frecuencia

cardiaca, por lo que su papel en la DPA es mas importante a frecuencias cardiacas lentas.
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Figura IL8. Caracteristicas de la I,,;. (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) 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. (C) Corriente generada por
canales Kv4.3 registrada en células CHO tras la aplicacién del protocolo que se muestra en la parte superior.
[Adaptadas de Gomez y cols., 2008 (A), Bertaso y cols., 2002 (B) y Caballero y cols., 2004 (C)]

En el miocardio humano (Escande y cols., 1987; Beuckelmann y cols., 1993; Nébauer y cols.,

1993; Varro y cols., 1993; Wettwer y cols., 1993), 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)
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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; Nébauer y cols. 1996; Li
y cols., 1998). Ademas, se observa un patron de expresion para los dos fenotipos de la /) segun la
region del miocardio que se estudia: la /i, s se expresa fundamentalmente en regiones que presentan
una DPA mas prolongada (endocardio, ventriculo izquierdo, septo y apex), mientras que la o ¢ se
expresa mayoritariamente en regiones epicardicas, ventriculo derecho y en la base del corazon
(Oudit y cols., 2001; Tamargo y cols., 2004; Niwa y Nerbonne, 2010).

Se ha propuesto que los canales que generan la Itol,s estan formados por tetrdmeros de subunidades
Kv1.4 (Oudit y cols., 2001; Tamargo y cols., 2004; Niwa y Nerbonne, 2010) posiblemente
asociadas a subunidades KvfB1 y/o KvB2 (Morales y cols., 1995; Serodio y cols., 1996). Por el
contrario los canales que generan en el miocardio humano la I, ¢ estdn formados por subunidades
Kv4.3 (Dixon y cols., 1996; Kong y cols., 1998; Dilks y cols., 1999). En este caso diversas
subunidades auxiliares parecen formar parte del canalosoma que genera la I ¢ incluyendo las
subunidades KChIP2 (Bahring y cols., 2001; Kuo y cols., 2001; Rosati y cols., 2001), MiRP1 y
MiRP2 (Zhang y cols., 2001; Deschénes y Tomaselli, 2002; Lundby y Olesen, 2006; Radicke y
cols., 2006; Delpon y cols., 2008) y DPP6 (Radicke S y cols., 2008).

II. La Iy,

Las células auriculares humanas, pero no las ventriculares (Figura I1.9A) (Wang y cols., 1993;
Liy cols., 1996b), 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 auricular contribuye a que la DPA en este
tejido sea mas breve que en el ventricular (Feng y cols., 1998b; Tamargo y cols., 2009) y la
convierte en una posible diana terapéutica para el desarrollo de nuevos farmacos para el tratamiento

de arritmias auriculares (Brendel y Peukert, 2002; Nattel, 2002; Tamargo y cols., 2009).

La Ik, se activa rapidamente (<10 milisegundos) y su inactivacion, dada la lentitud del proceso,
se considera minima en condiciones fisiologicas (Figura I1.9) (Apkon y Nerbonne, 1991; Wang y
cols., 1993; Li y cols., 1996b; Tamargo y cols., 2004; Caballero y cols., 2010b). Sin embargo, la
recuperacion de la inactivacion también es muy lenta, lo que tiene gran importancia para explicar la
dependencia de frecuencia de esta corriente a potenciales de membrana fisiologicos (Feng y cols.,

1998a'y 1998b).
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Figura IL1.9. Caracteristicas de la I,,. (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 Ix, no aparece. (B) Deteccion por PCR de canales Kv que generan corrientes tipo [, en muestras
auriculares humanas (panel superior) y representacion de la expresion relativa del ARNm de cada uno (panel inferior).
En el panel superior, la flecha corresponde a la banda del control interno. (C) Corriente generada por canales Kv1.5
humanos expresados en células L#k tras la aplicacion del protocolo que se muestra en la parte superior de la figura.
[Adaptadas de Li y cols., 1996b (A), Bertaso y cols., 2002 (B) y Gomez y cols., 2005 (C)]

La Ik, humana es generada por tetrameros de subunidades Kv1.5 asociados a subunidades
KvB1 (Nattel y cols., 1999). Curiosamente la proteina Kv1.5 se expresa en igual proporcion en
auricula y en ventriculo humano, aunque sélo genera canales funcionales en la auricula (Fedida y

cols., 1993; Wang y cols., 1993; Li y cols., 1996b).

1II. La Ik,

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; Zhou y cols., 1998; Tseng, 2001; Tamargo y cols., 2004).

La importancia de la Ik, se ha puesto de manifiesto gracias a diferentes patologias en las que se
producen mutaciones tanto en la subunidad a (Sanguinetti y cols., 1995 y 1996a) como en las
subunidades B (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 antiarritmicos de clase III

(Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990; Spector y cols., 1996a; Nattel y Singh, 1999).
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1L.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 inactivacion del canal tiene lugar mas rapidamente que la activacion
(Figura I1.10) (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990; Li y cols., 1996a; Spector y cols., 1996b; Smith y
cols., 1996; Hancox y cols., 1998; Tseng, 2001; Caballero y cols., 2003; Amords y cols., 2011;
Caballero y cols., 2017). Sin embargo, cuando la repolarizacion alcanza valores de £y, 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 I1.10) (Hancox y cols., 1998; Zhou y cols., 1998;

Corriente sensible
a E-4031

Despolarizacion

Repolarizacion

Cerrado Inactivacioén tipo C

Figura ILI.10. Caracteristicas de la Ik,. (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 (a la izquierda) y
componente sensible al E-4031 (la I,, a la derecha). (B) Registro de la corriente generada por subunidades Kv11.1
registrada en células CHO tras la aplicacion del protocolo que se muestra en la parte superior. Se muestran las
transiciones entre las diferentes conformaciones del canal (A: Activo. C: Cerrado. I: Inactivo). (C) Representacion
esquematica de los distintos estados del canal Kv11.1. [Adaptadas de Li y cols., 1996a (A), Caballero y cols., 2003 (B)
vy Sanguinetti y Tristani-Firouzi, 2006 (C)]
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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 esta determinada por la recuperacion de la inactivacion y la deactivacion de los
mismos (Tseng, 2001). Tanto las caracteristicas biofisicas como la distribucion de los canales que
generan la I, son especificas de cada especie. Asi, la densidad de la /x; 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., 2004).

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

La Ix; es generada por tetrdmeros de la subunidad oo Kv11.1 (antiguamente denominada hERG,
human ether-a-go-go related gene) (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990 y 1991) de la cual existen, al
menos, dos isoformas debidas a modificaciones postranscripcionales en su extremo N-terminal
(hERG1a y hERGI1D) con diferentes propiedades biofisicas (London y cols., 1997; Wang y cols.,
2000). Se acepta que ambas isoformas se ensamblan en el miocardio para formar un canal
heterotetramérico (Jones y cols., 2004). Existen datos experimentales que sugieren que las
subunidades minK (codificada por KCNE]) y, principalmente, MiRP1 (KCNE2) forman parte de
los canales que generan la Ik, sin embargo, la estequiometria de subunidades o y B y su posible
distribucion tejido-especifica en el miocardio humano no ha sido identificada todavia. Algunos
autores sugieren que MiRP1 se expresa exclusivamente en las fibras de Purkinje y en las células
marcapaso (Pourrier y cols., 2003; Nawathe y cols., 2013), y no en las células auriculares o
ventriculares, lo que pone en duda el papel de esta subunidad en la formacién de los canales que

generan la Ig;.

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 (Delpon y cols., 1995;
Jespersen y cols., 2005; Tamargo y cols., 2004; Caballero y cols., 2010). La importancia de la /s en
la repolarizacion se pone de manifiesto porque las mutaciones en los genes que codifican los
canales que generan esta corriente estdn relacionadas con la aparicion de diversos sindromes

arritmogénicos (SQTL, SQTC, FA).
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K,LQT1 + hminK

Figura II.11. Caracteristicas de la I,. (A-C) Corrientes registradas en células de mamifero transfectadas s6lo con las
subunidades minK (A) y Kv7.1 (B) o con ambas subunidades a la vez (C). [Adaptadas de Sanguinetti y cols., 1996b]

IV.a. Caracteristicas de la Ik,

La Iks se activa a potenciales mas positivos de -30 mV, alcanza la mitad de su activacion
maxima a +20 mV y presenta una amplitud hasta 10 veces mayor que la de la Ik, cuando su
activacion es maxima (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 s6lo se alcanza con
despolarizaciones extremadamente largas (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 Ixs 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).

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

Cuatro subunidades oo Kv7.1 (antiguamente denominada KvLQT1) se ensamblan a través del
dominio C-terminal con dos subunidades auxiliares minK para generar una corriente que se activa
lentamente y cuyas caracteristicas se corresponden con la /s nativa (Figura II.11C) (Barhanin y
cols., 1996; Sanguinetti y cols., 1996b; Chen y cols., 2003a; Schmitt y cols., 2000). Sin embargo
cada una de las subunidades por separado no genera corrientes similares a las registradas en las

células nativas (Figura II.11C).
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3. CANALES QUE GENERAN CORRIENTES CON RECTIFICACION INTERNA

Los canales de K rectificadores internos (Kir) presentan una estructura 2TM/1P, es decir, estan
formados por la asociacion de 4 subunidades o, que constan unicamente dos segmentos TM que se
encuentran tapizando el poro ionico. Estos canales desempefian varias funciones importantes como
el control de la sefalizacion neuronal, el PR y la frecuencia cardiaca o la liberacion de insulina.
Desde un punto de vista evolutivo, los canales 2TM/IP son los mas antiguos y su estructura
recuerda a los S5 y S6 de los canales Kv (Figura II1.12A). Sin embargo, los canales Kir carecen de
un dominio sensor de voltaje equivalente al de los canales Kv (S1 a S4), lo que concuerda con los
estudios electrofisioldgicos que demuestran que la conductancia de los canales Kir depende de la

diferencia entre el Ey, y el Ex, y no s6lo del Ey,.

Extracelular B

Subunidad canal Kir Subunidad canal Kv .

Kir1.1 (KCNJ1)
Canales
transportadores

Kir7.1 (KCNJ13)
Kir4.2 (KCNJ15)

mantenimiento
del PR

Kir2.2 (KCNJ12)
Kir2.3 (KCNJ4)
. - Kir3.1 (KCNJ3)
Amino terminal Kir3.3 (KCNJ9)
Amino terminal Kir3.4 (KCNJS5)
Kir3.2 (KCNJ6)
Carboxi terminal Carboxi terminal Kir6.1 (KCNJ8)
Kir6.2 (KCNJ11)

Canales acoplados
a proteinas G

Canales sensibles
aATP

Canales que
Kir2.4 (KCNJ14) participan en el

Intracelular

Figura I1.12. Estructura basica y arbol filogenético de los canales Kir. (A) Estructura primaria de una subunidad de
canales Kir (izquierda). Cada subunidad Kir contiene dos regiones TM (TM1 y TM2), un loop formador del poro (HS),
y un NH, y COOH terminal citosélico. Para permitir la comparaciéon se muestra a la derecha la estructura de una
subunidad de canales Kv (B) Anaélisis filogenético y de la secuencia de aminoacidos de 15 subunidades conocidas de
canales Kir humanos. Estas subunidades pueden ser clasificadas en 4 grupos funcionales [Adaptadas de Hibino y cols.,
20107

3.1. Una familia de canales de K* con rectificacion interna

En 1949, Bernard Katz (Katz, 1949) identifico la presencia en las fibras de musculo esquelético
una nueva corriente de K cuya amplitud aumentaba a potenciales mas negativos del Ex y disminuia
con potenciales despolarizantes.

En los afios siguientes, se demostro la presencia de corrientes con caracteristicas similares
(“rectificadoras internas” ver mas adelante) en el musculo cardiaco de diferentes especies
(Weidmann, 1955; Hutter y Noble, 1960; Rougier y cols., 1968; Mascher y Peper, 1969; Beeler y

Reuter, 1970) y se describieron las principales caracteristicas de esta rectificacion interna. Pero no
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fue hasta los afios 90, con el auge de las técnicas de biologia molecular, cuando se consiguieron
clonar los primeros canales que generaban este tipo de corrientes (Ho y cols., 1993; Kubo y cols.,
1993a y 1993b) y describir los mecanismos moleculares de la rectificacion interna (Fakler y cols.,

1994; Ficker y cols., 1994; Lopatin y cols., 1994; Fakler y cols., 1995).

Familia Corriente Proteina Gen Cromosoma Localizacion
Kirl (ROMK) Kirl.1-1.3 KCNIJ1 17925 Rifién, corazon, pancreas
Kir2 (IRK) Ik Kir2.1 KCNJ2 17q23.1-24.2 Corazon, SNC, ME, ML,
pulmon, placenta, rifion
Iy Kir2.2 KCNJ12 17p1l.1 Corazén
Iy Kir2.3 KCNJ4 22q13.10 Corazon, SNC, ME
Kir2.4 KCNJ14 19q13.1-13.3 Corazén, SNC, retina
Ki2.5 i ) Corazén (Cgrassius
carassius)
Kir2.6 KCNIJ18 17p11.2 ME
Kir3 (GIRK) Ik ach Kir3.1 KCNIJ3 2q24.1 Corazon, cerebelo
Kir3.2 KCNJ6 21922.13-22.2 Corazén, pancreas
Kir3.3 KCNJ9 1q21-23 SNC
Ik Ach Kir3.4 KCNIJ5 11924 Corazén, pancreas
Kir4 (BIR10) Kir4.1 KCNIJ10 1922-q2 Glia
Kir4.2 KCNIJ15 21q22.2 Rifién, pulmoén, SNC
Kir5 Kir5.1 KCNIJ16 17q23.1-24.2 SNC, SNP
Kir6 I atp Kir6.1 KCNIJ8 12p11.23 Heterogénea
Ix aTp Kir6.2 KCNI11 11p15.1 Heterogénea
Kir7 Kir7.1 KCNIJ13 2q37 SNC, rifidn, tiroides

Tabla I1.2. Familias de canales de K" 2TM/1P en mamiferos. ME: Musculo esquelético. ML: Musculo liso. SNC:
Sistema nervioso central. SNP: Sistema nervioso periférico.

Tras el clonaje de los primeros canales Kir (Ho y cols., 1993; Kubo y cols., 1993a y 1993b), se
han identificado muchas mas proteinas pertenecientes a esta familia de canales. Ademads, se ha
unificado la nomenclatura de los genes que codifican las proteinas que forman los canales Kir, que
han sido nombrados como KCNIJ. Actualmente, la familia de canales Kir se compone de 7
subfamilias (Kirl a Kir7) (Tabla II.2), con distintas propiedades, diferente distribuciéon y mas o
menos bien definidas funciones fisioldgicas para cada una de ellas (Kubo y cols., 2005). Las
proteinas Kir presentan entre 327 y 501 aminoacidos y una homologia estructural de entre un 30 y
un 40%, mientras que dentro de cada subfamilia el grado de homologia llega a alcanzar el 60%.

Los canales Kir se pueden dividir en 4 grupos: los canales que participan en el mantenimiento
del PR (Kir2), los canales acoplados a proteinas G (Kir3), los canales sensibles a ATP (Kir6) y los
canales transportadores de K™ (Kirl, Kir4 y Kir7) (Figura I1.12B).
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En el corazdn, hay tres corrientes con rectificacion interna. La principal de ellas es la Ix; cuya
densidad es mayor en el ventriculo que en la auricula. Por el contrario, la /x ach, Una corriente
activada por la estimulacion del receptor muscarinico M,, presenta mayor densidad en el tejido
auricular que en el ventricular. La Ixacn también estd, presente en los nodos AV y SA, donde juega
un papel muy importante en la regulacion vagal de la frecuencia cardiaca. La tercera corriente es la
regulada por las concentraciones intracelulares de ATP y ADP (Ix atp) (Lopatin y Nichols, 2001;
Anumonwo y Lopatin, 2010).

3.2. Principales corrientes cardiacas generadas a través de canales Kir

Dentro de la familia de canales Kir, las subfamilias Kir2, Kir3 y Kir6 son las que se expresan en
el tejido cardiaco: los canales Kir2 participan en la formacion de los canales que generan la Ik
(Lopatin y Nichols, 2001; Anumonwo y Lopatin, 2010), las subunidades Kir3.1 y Kir3.4
(pertenecientes al grupo de canales acoplados a proteinas G) forman el canal que genera la Ik ach,
responsable de los efectos cronotrdpicos e inotrdpicos 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
(Ik aTp), responsable del acortamiento de la DPA que ocurre durante la isquemia (Nichols y cols.,
1996; Seino y Miki, 2003). En este apartado 3.2 describiremos la Ix atp y la Ik ach Y en el siguiente
apartado (3.3) detallaremos la /;.

3.2.1.La IK,ATP

3.2.1.a. Caracteristicas de la Ix 4rp y composicion de los canales que la generan.

Fl canal Katp ventricular es el resultado de la asociaciéon de 4 subunidades o Kir6.2 con 4
subunidades auxiliares SUR2A (Yokoshiki y cols., 1998; Seino y Miki, 2003; Foster y Coetzee,
2016), mientras que en la auricula parece que podrian asociarse subunidades Kir6.2 también a
subunidades SUR1 (Nichols y cols., 2013; Foster y Coetzee, 2016). Se ha descrito, que en el
sistema de conduccion los canales Karp podrian estar formados también por subunidades Kir6.1
(Bao y cols., 2011). 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 (TMDO, TMD1 y TMD2) y 2 dominios de
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union a nucledtidos, NBD1 y NBD2 (Nucleotide Binding Domain), localizados en el lazo de unién
entre TMD1 y TMD?2 y en la region C-terminal, respectivamente (Figura I1.13) (Conti y cols., 2001;
Seino y Miki, 2003). Estas subunidades son las que confieren al canal la sensibilidad al ADP, a las
sulfonilureas y a los “activadores” del canal (Yokoshiki y cols., 1998; Moreau y cols., 2000; Seino
y Miki, 2003; Foster y Coetzee, 2016). La hidrélisis del ATP en los dominios NBD de las
subunidades SUR2A produce la activacion del canal y permite el paso de K™ a través de la

subunidad o Kir6.2 (Yokoshiki y cols., 1998; Seino y Miki, 2003).

Figura IL.13. Estructura de los canales K,p. Modelo estructural del canal Ksrp cardiaco formado por 4 subunidades
Kir6.2 (en rojo y amarillo) y 4 subunidades SUR2A (en azul). Cada subunidad Kir6.2 esta formada por 2 segmentos
TM en o-hélice y un largo dominio citopladsmico con el sitio de unién para el ATP. Cada subunidad SUR2A contiene 3
dominios TM (TMDO, TMD1 y TMD2) y 2 dominios de unién a nucledtidos (NBD1 y NBD2) localizados en el lazo de
unién entre TMD1 y TMD?2 (L1) y en el extremo C-terminal. [Adaptada de Moreau y cols., 2005]

3.2.1.b. Regulacion de la Ik 41p

Los canales Karp permiten acoplar el £, al metabolismo celular (Yokoshiki y cols., 1998; Seino
y Miki, 2003; Foster y Coetzee, 2016) puesto que los canales son regulados por el cociente
ATP/adenosin disfosfato (ADP). La Ik atp se inhibe cuando aumenta el ATP intracelular, mientras
que se activa por el ADP (Yellen, 2002). Sin embargo, diversos factores como otros nucledtidos
difosfato, el lactato o algunos radicales libres derivados del O, pueden producir la desensibilizacion
del canal, es decir, la pérdida de su capacidad para ser regulado por el ATP (Yokoshiki y cols.,
1998; Seino y Miki, 2003; Foster y Coetzee, 2016). Ademas, al igual que en los canales Kir2.1, el
canal Karp esta regulado por el PIP, y otros lipidos de membrana. El PIP; interactia directamente
con dos residuos arginina del extremo C-terminal de la subunidad Kir6.2 (R176 y R177),
estabilizando el estado abierto del canal y antagonizando la inhibicion producida por el ATP (Fany

Makielski, 1997; Lopatin y Nichols, 2001). En el mecanismo de rectificacion de la Ik atp
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intervienen Mg”" y Na" intracelular (Horie y cols., 1987) ademas de las poliaminas que bloquean el

canal de forma dependiente del pH (Baukrowitz y cols., 1999).

3.2.2.La IK,ACh

A principios del siglo XX, Otto Loewi describidé que la liberacion de ACh producida tras la
estimulacion vagal disminuia la frecuencia cardiaca (Loewi, 1921; Loewi y Navaratil, 1926).
Posteriormente, el grupo del Prof. Trautwein analizé la cinética de la Ik inducida por ACh en el
nodo SA de conejo y propusieron que la ACh activaba una poblacion especifica de canales (a los
que llamaron Kacp) que retrasaba la actividad marcapasos del nodo SA (Noma y Trautwein, 1978;

Osterrieder y cols., 1981).

3.2.2.a. Caracteristicas de la Ix 4c,

La densidad de los canales Kacn es muy alta en las células marcapaso de los nodos SA (donde
regula la frecuencia cardiaca) y AV (Mark y Herlitze, 2000). Ademas, juega un papel importante en
el control de la DPA en el tejido auricular, donde la densidad de la Ix ach €s 6 veces mayor que en el
ventricular (Schram y cols., 2002).

La ACh estimula los receptores muscarinicos 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 milisegundos en
alcanzar la amplitud maxima de la corriente (Breitwieser y Szabo, 1988). 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) (Figura 1I.14A y B)
(Kurachi y cols., 1987).

La apertura de los canales Kscn inducida tras la estimulacion del receptor M, estd mediada por
una proteina G. La estimulacion del receptor produce la disociacion del complejo G,-GDP, lo que
permite la formacion del complejo G,-GTP que, a su vez, promueve la disociacion del dimero Gg,
de la subunidad G,. El dimero Gg, es la molécula que interactia con el canal promoviendo su

activacion (Figura I1.14C y D) (Yamada y cols., 1998).
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Figura I1.14. Caracteristicas de la Ix scn y estructura de los canales Kicp. (A) Curso temporal de la /x acn inducida
por el agonista de receptores muscarinicos carbacol (CCh). Tras la estimulacion con CCh se alcanza un pico de
corriente cuya amplitud disminuye como consecuencia de la rapida desensibilizacion alcanzandose un nivel de
corriente denominado “quasi-steady-state” (Qss). (B) Curva I-V en situacion control y tras la aplicacion de CCh. (C)
Esquema representativo de la estructura de la subunidad Kir3.1, formada por 2 segmentos TM (M1 y M2) cuyos
extremos N- y C-terminal son intracelulares y que estan unidos entre si por el lazo H5. Se indican los sitios de unién de
proteinas G y de PIP,. (D) Representacion esquematica del proceso de activacion del canal Kac, por proteinas G en
respuesta a la activacion del receptor muscarinico M, tras la union de ACh. [Adaptadas de Dobrev y cols., 2005 (A-B)
y Yamada y cols., 1998 (C-D)]

La activacion de la Ik ach hiperpolariza el £y, y reduce la frecuencia de disparo de las células del
nodo SA, lo que explica su efecto cronotropico negativo. Ademas, reduce la frecuencia de disparo y
la velocidad de conduccion a través del nodo AV, lo que explica por qué la estimulacion vagal

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

3.2.2.b. Composicion de los canales que generan la Ik 4cn

En el corazon humano, los canales que generan la Ik ach estan formados por el ensamblaje de
subunidades Kir3.1 y Kir3.4, que forman una estructura tetrdmerica 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 formar el canal

funcional (Kennedy y cols., 1996; Yamada y cols., 1998). De hecho, se ha demostrado que los
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ratones Kir3.4" presentan una disminucion de proteina Kir3.1 y una total ausencia de la Ix ach en el
corazén (Wickman y cols., 1998). Las regiones N- y C-terminales de la subunidad Kir3.1 son las
responsables de la union del dimero Gg, al canal, aunque se ha propuesto que el extremo N-terminal

de la subunidad Kir3.4 también participa en esta unién (Huang y cols., 1995; Tucker y cols., 1996).
3.2.2.c. Regulacion de la Ix 4cn

La Ix acn es estimulada por el ATP intracelular, el PIP, y por agonistas de los receptores -
opioides, o-adrenérgicos, de adenosina A1 (esto explica el porqué la administracion intravenosa de
adenosina se utiliza parar detener las taquiarritmias por reentrada intranodal) y de endotelina ET4 e
inhibida por la distension de la membrana (dependiente de la subunidad Kir3.4) y la acidificacion
del medio intracelular (Jiy cols., 1998; Shieh y cols., 2000; Tamargo y cols., 2004).

La inhibicion farmacoldgica de la Ix ach puede ser directa (flecainida y propafenona) o indirecta
via los receptores muscarinicos M, (isopiramida, procainamida, quinidina o verapamilo) (Ito y cols.,
1989; Inomata y cols., 1993). Tanto el Ba’" como el Cs* aplicados extracelularmente inhiben la

Ix ach de manera dependiente de voltaje (Carmeliet y Mubagwa, 1986).
3.3.La IK]

Hace mas de 50 afios, cuando la técnica de fijacion de voltaje con dos microelectrodos estaba
apenas empezando a desarrollarse, uno de sus pioneros, Silvio Weidmann (Weidmann, 1955b),
demostrd que en las fibras de Purkinje del corazéon de oveja existia una corriente rectificadora
interna (denominada posteriormente /x;) similar a la que Bernard Katz habia descrito en musculo
esquelético en 1949 (Katz, 1949). Posteriormente se describieron corrientes con propiedades de
rectificador interno en trabéculas y musculos papilares de ventriculo de perro (Mascher y Peper,
1969; Beeler y Reuter, 1970), asi como en tejido auricular (Rougier y cols., 1968). Estos primeros
estudios describian también el papel de la Ix; en el mantenimiento del PR de los miocitos cardiacos

(Hutter y Noble, 1960; Hall y cols., 1963; Noble, 1965; McAllister y Noble, 1966).
3.3.1. 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
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extracelular). Dada una resistencia la relacion entre la intensidad de la corriente y el voltaje es lineal

y se describe mediante la ley de Ohm (conductancia 6hmica):

Intensidad="Voltaje / Resistencia (I1.7)

Las corrientes que presentan rectificacion interna no tienen una relacion I-V lineal puesto que en
un rango de voltaje de entre -60 y -20 mV (dependiendo del canal y las concentraciones de K intra

y extracelulares) se produce una reduccion muy marcada de la amplitud de la corriente (“pendiente

I (pAIPF) 1 (pAIPF)
24

Pendiente
negativa

Sobrecruzamiento

V(mV)

120 -100
5 mM [K'],

Rectificacion
interna

Conductancia 10 mM [K ]l,
6hmica

Figura IL.15. Caracteristicas de la rectificacion interna en la I;. (A) Relacion I-V de la corriente /. Se muestra el
Ex y la corriente esperada si el comportamiento del canal siguiese la ley de Ohm (linea punteada). (B) Efectos de la
[K']. sobre la Ix,. [Adaptadas de Dhamoon y Jalife, 2005]

negativa”) (Figura II.15A). A potenciales mas positivos de -20 mV la amplitud de la corriente se
mantiene en valores minimos). 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

I1.13).

Atendiendo a la intensidad de la rectificacion interna podemos dividir los canales Kir como
“muy rectificadores” (strong inward rectifiers) o “poco rectificadores”. Los rectificadores fuertes
presentan una “pendiente negativa” y generan corrientes similares a las originalmente descritas por

Katz en musculo esquelético (Katz, 1949). Solo los canales Kir2 y Kir3 se ajustan a la definicion de
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canales muy rectificadores, mientras que el resto (Kirl y Kir4 a Kir7) son poco rectificadores

(Lopatin y Nichols, 2001; Anumonwo y Lopatin, 2010).

Otra propiedad exclusiva de estas corrientes es que la rectificacion interna presenta dependencia
de la [K'].. En concreto, un aumento de la [K']. produce una despolarizacion del Ex, un aumento
de la probabilidad de apertura y el desplazamiento hacia potenciales mas positivos de la relacion I-
V (en paralelo al desplazamiento del Ex), dando lugar a un fendmeno de ‘“sobrecruzamiento”
(crossover) entre las relaciones I-V obtenidas para cada una de las diferentes [K']. (Figura I1.15B).
Una importante consecuencia de este fendomeno es que la amplitud de la corriente aumenta a
potenciales mas positivos del punto de “sobrecruzamiento” en lugar de disminuir, como seria de
esperar debido a la reduccion de la fuerza electromotriz que se produce al aumentar la [K']. (Figura

11.15B).

3.3.1.a. Mecanismos moleculares de la rectificacion interna

Hace 40 afios, Clay Armstrong sugiri6 que la rectificacion interna podria deberse al bloqueo
dependiente de voltaje del poro idnico por una molécula cargada positivamente, y que la
disociacion de este bloqueante de su sitio de unién al canal por el K' extracelular explicaria la
anémala dependencia de la [K']. que presenta la corriente de salida (Armstrong, 1969). A finales de
los afios 80, se demostré que el Mg2+ intracelular puede ocasionar la rectificacion interna de la Ik,
en miocitos ventriculares a través del bloqueo del poro del canal (Matsuda y cols., 1987;
Vanderberg, 1987), aunque el bloqueo voltaje-dependiente producido por el Mg no era suficiente
como para explicar la rectificacion interna (Oliva y cols., 1990; Martin y cols., 1995). A partir de
entonces, diversos trabajos demostraron que las propiedades bésicas de la rectificacion interna se
podian explicar por el potente bloqueo dependiente de voltaje producido por una familia de cationes
organicos intracelulares denominados poliaminas (espermina, espermidina y putrescina) (Fakler y

cols., 1994; Ficker y cols., 1994; Lopatin y cols., 1994; Fakler y cols., 1995).

Las poliaminas estan presentes en todos los tipos celulares y sus concentraciones intracelulares
alcanzan el rango milimolar bajo (Cohen, 1998). Sin embargo, s6lo las poliaminas libres originan la
rectificacion de los canales Kir (Yan y cols., 2005) y la mayoria de las poliaminas se encuentran
unidas a diferentes moléculas intracelulares como el ADN, el ARN o el ATP (Watanabe y cols.,
1991). Entre las poliaminas, la espermina (tetravalente) es la mas potente a la hora de ocasionar

rectificacion interna, seguida de la espermidina (trivalente) y la putrescina (divalente) y la
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cadaverina (divalente) (Figura I1.16C) (Lopatin y cols., 1994; Baronas y cols., 2014). De acuerdo
por tanto con el conocimiento actual, la rectificacion interna es consecuencia de la entrada de
poliaminas y Mg*" en el interior del poro iénico que son repelidos desde interior celular por la
despolarizacion. Por el contrario la hiperpolarizacion del interior celular atrae a las poliaminas y el

+ . . .y o, . .y
Mg”" lo que produce su disociacién de sus sitios de union en el poro.
3.3.1.b. Determinantes moleculares de la rectificacion interna

Se han identificado varios aminoacidos que resultan criticos en la rectificacion de los canales
Kir. Entre ellos destacan un acido aspartico localizado en el M2 a la altura de la cavidad hidrofila
(correspondiente al D172 en la subunidad Kir2.1) (Lu y MacKinnon, 1994; Stanfield y cols., 1994;
Yang y cols.,, 1995a) y dos 4acidos glutamicos localizados en la porcidon citoplasmica
(correspondientes a los residuos E224 y E299 en la subunidad Kir2.1) (Yang y cols., 1995a; Kubo y
Kurata, 2001; John y cols., 2004).

Se ha demostrado que las poliaminas se unen con gran afinidad a un sitio de union en el que
participa el D172 y que se encuentra proximo al filtro de selectividad, mientras que el anillo acidico
formado por el E224 y el E299 constituye un sitio de union de baja afinidad (Figura I1.16D) (Xie y
cols., 2003; John y cols., 2004). Sin embargo, estos residuos no son los inicos responsables de la
rectificacion y, de hecho, se ha demostrado la implicacién de otros residuos cargados (los acidos
asparticos en las posiciones 255 y 259, principalmente) (Pegan y cols., 2005; Fujiwara y Kubo,
2006; Kurata y cols., 2007; Baronas y cols., 2014).

Se ha relacionado la cantidad de cargas negativas presentes en la cavidad hidrofila del poro con
el grado de rectificacion que presenta el canal (Pegan y cols., 2005). Asi, los canales que presentan
mayor rectificacion (Kir2) presentan 5 cargas negativas (los residuos D172, E224, D255, D259 y
E299 en Kir2.1) mientras que un canal poco rectificador como es el Kir6.2 s6lo presenta una de
estas cargas. Sin embargo, la cantidad de cargas negativas no es capaz de explicar por si sola el
fenomeno de la rectificacion ya que existen excepciones, como el canal Kird.1 (muy rectificador,
aunque presenta “s6lo” 3 cargas) (Fakler y cols., 1996a) o el canal Kir7.1 (poco rectificador, aunque
también presenta 3 cargas) (Doring y cols., 1998).

Diversos autores han propuesto mecanismos diferentes para explicar la rectificacion
(Aleksandrov y cols., 1996; Lee y cols., 1999) ya que existen ciertos detalles del mecanismo de
bloqueo, como el origen de la dependencia de voltaje de la rectificacion (Shin y Lu, 2005) que

siguen sin haber sido plenamente resueltos.
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Figura II.16. Determinantes moleculares de la rectificacion interna inducida por poliaminas. (A) Vista cenital de
la region del poro citoplasmico de Kir2.1, con los residuos E224 y E299 orientados hacia el poro y 4 moléculas de
diamina (DAS) unidas a ellos. (B) Representacion esquematica de la geometria de la region del poro citoplasmico en la
que se muestran las distancias intra e intermoleculares entre los residuos E224 y E299. (C) Poliaminas naturales. (D)
Estructura general de los canales Kir. Recuadradros en rojo se encuentran el filtro de selectividad y los residuos D172,
E224, E299, D259 y D255. (E) Modelo de coordinacion entre el sitio de union de las poliaminas en el poro TM (D172)
y los sitios de unién en el poro citoplasmico (E224 y E299). [Adaptadas de Xie y cols., 2003 (4) y (B), Baronas y
cols., 2014 (C), (D) y (E)]
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3.3.2. Estructura de los canales Kir

Atendiendo a su secuencia, los canales Kir presentan una homologia mayor que la de otros
canales de K'. Esta homologia no se reduce sélo a los segmentos TM (como ocurre en los canales
Kv, por ejemplo), sino que se extiende desde aproximadamente 40 aminoacidos antes del primer
segmento TM (denominado M1) hasta alrededor de 200 aminoédcidos mas alld del segundo
segmento TM (denominado M2), lo que significa casi los dos tercios de la proteina y sugiere que
estas regiones se encuentran formando una estructura organizada, posiblemente con una funcion

comun para todos los canales Kir.

e Dominio TM

Los primeros canales 2TM/1P cristalizados fueron los canales bacterianos Kcs4 (Doyle y cols.,
1998) y MthK (Jiang y cols., 2002a y 2002b). La estructura resuelta para ambos canales demuestra
que estan formados por cuatro subunidades o dispuestas simétricamente alrededor de un poro
central. En cada subunidad se observan dos segmentos TM con una estructura de hélice a (M1 y
M2) y segmentos N- y C-terminales intracelulares. E1 M1 y el M2 estan conectados por una
secuencia de aproximadamente 30 aminoacidos (“lazo P”) en la que se encuentra una porcion con
estructura en hélice o (denominada HS) y el filtro de selectividad del canal (Doyle y cols., 1998;
Jiang y cols., 2002a y 2002b). El segmento M2 tapiza la luz del poro, mientras que el segmento M1
se encuentra retranqueado, embebido en la membrana lipidica.

Posteriormente, se resolvio la estructura de los canales bacterianos KirBacl.l (Kuo y cols.,
2003) y KirBac3.1 (Kuo y cols., 2005), muy similares a los canales anteriormente descritos pero
con una pequefia hélice adicional (“slide helix”) situada en el extremo N-terminal del M1 y paralela
a la membrana plasmatica.

En 2009 se consigui6 resolver la estructura completa del canal Kir2.2 de pollo (Figura I1.17A)
(Tao y cols. 2009). Fue la primera vez que se conseguia cristalizar la estructura completa de un
canal Kir eucariota, que comparte un grado elevado de homologia tanto con canales Kir2 humanos
como con KirBacl.l (Figura II.18). Posteriormente en 2011 se resolveria la estructura de este
mismo canal en su configuracién abierta unida a PIP, (fosfatidilinositol-4,5-bifosfato) (Hansen y
cols. 2011).

Pese a la pequefa diferencia entre los radios atémicos del K (1.33 A) y del Na' (0.95 A), los
canales de K* son capaces de discriminar entre ambos iones con una selectividad superior a 1000

veces y conseguir una velocidad de conduccion de =10% iones/s. El filtro de selectividad se
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Figura IL.17. Canales 2TM/1P. (A) Estructura del canal Kir2.2. Cada una de las cuatro subunidades del tetramero
aparece en diferente color. (B). Filtro de selectividad del canal Kir2.2. (C) Filtro de selectividad de la quimera Kv1.2-
Kv2.1. En By C, carbono (amarillo); nitrégeno (azul); oxigeno (rojo); sulfuro (verde); esferas verdes (K"); puentes de
hidrégeno ionizados indicados con lineas negras discontinuas. [Adaptada de Tao y cols., 2009]
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encuentra en una region del lazo P formada por una secuencia de aminoacidos (T/SxxTxGYGQG)
altamente conservada en todos los canales de K™ denominada “secuencia de selectividad al K™
(Figura I1.17B y C) (MacKinnon y Yellen, 1990; Heginbotham y cols., 1994; Tao y cols., 2009). A
excepcion de los aminoacidos que forman el filtro de selectividad, los aminoacidos que forman
parte de las paredes del poro son hidrofobicos para minimizar la interaccion electrostatica del K
con el canal y crear una ruta de baja resistencia que permita facilmente el paso del ion hidratado
desde el citoplasma hasta la cavidad central, donde alcanza una concentracion muy elevada (=2 M)
(Zhou y cols., 2001).

Una vez en la cavidad central, el ion K pierde su capa de solvatacion para acceder al filtro de
selectividad. Para compensar el coste energético que supone la deshidratacion del ion al atravesar el
filtro, los 4&tomos de oxigeno de los radicales carbonilos de los residuos TxGYG hacen las veces de
moléculas de agua, de manera que, durante su paso a través del filtro de selectividad, los iones K
se encuentran rodeados de 8 atomos de oxigeno en una disposicion similar a la que adoptan las
moléculas de agua que rodean a los iones K en el medio acuoso (Figura 11.17B y C) (Roux y
MacKinnon, 1999; Zhou y MacKinnon, 2003). Ademas, el filtro de selectividad presenta una
longitud de =12 A, por lo que se ha postulado que a lo largo del filtro pueden llegar a encontrarse 2
iones K' (=2.7 A) (Morais-Cabral y cols., 2001; Zhou y MacKinnon, 2003), de manera que la
entrada del segundo ion produciria una repulsion electrostatica mutua suficiente para compensar la
atraccion del filtro de selectividad por el primer ion K y asi producir su salida hacia el espacio

extracelular (Doyle y cols., 1998).

e Dominio citoplasmico

La estructura cristalizada del canal KirBacl.l se complementa con la de los dominios
intracelulares de los canales de mamifero Kir3.1 (Nishida y MacKinnon, 2002; Pegan y cols., 2005)
y Kir2.1 (Pegan y cols., 2005). Ambas estructuras comprenden una pequefia porcion del extremo N-
terminal (aminodcidos del 41 al 64 del Kir2.1 y del 41 al 63 del Kir3.1) y el extremo C-terminal
casi completo (aminoacidos del 189 al 428 del Kir2.1 y del 189 al 371 del Kir3.1) (Nishida y
MacKinnon, 2002; Pegan y cols., 2005). Ademas, ambos dominios citoplasmicos fueron
cristalizados en ausencia de PIP,, un mediador intracelular muy importante en la regulacion de la
actividad de los canales Kir (ver mas adelante), por lo que se ha propuesto que estas estructuras
representan el estado cerrado del canal (Nishida y MacKinnon, 2002; Pegan y cols., 2005).
Finalmente en 2011 se pudo cristalizar el canal Kir2.2 de pollo unido a PIP, mostrando la

configuracién mas abierta del canal (Hansen y cols., 2011), y comparando con los resultados
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obtenidos de Kir2.2 en su configuracion cerrada (Tao y cols., 2009) se propuso un mecanismo de
activacion de éste canal por PIP, (Hansen y cols., 2011).

El dominio citoplasmico de los canales Kir estd formado por aminoéacidos de las cuatro
subunidades del tetramero y forma un poro central que permite el paso de los iones K™ conocido
como “poro citoplasmatico”. La longitud del poro citoplasmico de los canales Kir es, al menos, la
misma que la del poro que forman los segmentos TM (Figura I1.16), lo que hace que estos canales
presenten dos poros en “tandem” con una longitud total que es aproximadamente el doble de la de
otros canales de K™ (=60 A) (Nishida y MacKinnon, 2002; Pegan y cols., 2005). Ademas, diferentes
estudios han permitido determinar que el didmetro del poro citopldsmico es de =20 A en estado
abierto (Lu y cols., 1999) y de entre 7 y 15 A en estado cerrado (Nishida y MacKinnon, 2002), es
decir, lo suficientemente amplio como para permitir la presencia de los iones hidratados en su
interior en ambos casos.

Las estructuras resueltas muestran una elevada organizacioén en los dominios citoplasmicos de
los canales Kir3.1, Kir2.1 y Kir2.2 (Nishida y MacKinnon, 2002; Pegan y cols., 2005; Tao y cols.,
2009), habiéndose descrito la presencia de 2 hélices o (A y aB) y 14 segmentos B (BA a BN)
(Figura II.18). Basicamente, en cada subunidad se distinguen tres elementos: dos laminas [3
(formadas por los segmentos BD, BE, BH y BI la primera y por los segmentos BB, BC, BG y BJ la
segunda) que se encuentran en el interior de cada subunidad, y una tercera lamina B (formada por
los segmentos BA, BL y BM) que se dispone en el exterior, cerca de la cara interna de la membrana
(Pegan y cols., 2005; Tao y cols., 2009). En esta tercera lamina, cada uno de los 4 segmentos BA,
localizados en los extremos N-terminales (Figura II.18), interacciona con el extremo C-terminal de
una subunidad vecina, por lo que se ha sugerido que estos segmentos participan en el ensamblaje de
los dominios citopldsmicos de las subunidades Kir.

La parte méis estrecha del dominio citopldsmico (2.8-5.7 A) la constituyen dos lazos que se
encuentran mirando hacia el poro, formados por los aminoacidos que se localizan entre los
segmentos BC y BD (el “lazo CD”) y entre los segmentos BH y BI (el “lazo G”) (Figura I1.18), y que
se disponen como un anillo alrededor del eje del poro (Figura I1.16B). Curiosamente, ambos lazos
se encuentran precedidos por un residuo glicina (la Gly215 antes del lazo CD y la Gly300 antes del
lazo G, seglin la numeracion de Kir2.1), lo que sugiere que son secuencias que presentan cierta
flexibilidad y movilidad. De hecho, segun las estructuras cristalizadas de Kir2.1 y Kir3.1, los lazos
G de ambos canales presentan conformaciones diferentes, lo que confirma que se trata de
estructuras suficientemente flexibles como para permitir los cambios conformacionales que tienen

lugar con la activacion del canal (Pegan y cols., 2005; Tao y cols., 2009).
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Figura II.18. Alineamiento de las secuencias de varios canales Kir. Residuos clave en canales Kir. La estructura
secundaria esta sefialada encima de las secuencias. En rojo (residuos acidicos), verde (cisteinas que forman puentes
disulfuro), cian (puerta de activacion de la hélice interior), purpura (residuos conservados entre las torretas de los
canales Kir eucariotas), naranja (Filtro de selectividad), y amarillo (residuos criticos para la interaccion canal-PIP,)
[Adaptada de Tao y cols., 2009].

En el canal Kir2.1, la alanina en posicion 306 que se encuentra en la parte superior del lazo G
constituye el punto de mayor estrechez del poro citoplasmico. Segun las estructuras cristalizadas de
los dominios intracelulares de Kir2.1 y Kir3.1, la apertura del poro ionico a este nivel no es lo
suficientemente amplia como para permitir el paso de ningin ién K, lo que parece confirmar que
ambas estructuras representan el estado cerrado del canal. Estudios de mutagénesis demuestran que
la sustitucion de esta alanina por cualquier otro aminodcido més voluminoso da como resultado
canales no funcionales, posiblemente por cambios en la conformacion del lazo P que impiden
estéricamente el paso de iones K" a través del poro (Pegan y cols., 2005; Tao y cols., 2009).

Los aminoacidos del lazo G parecen importantes tanto en la regulacion de los canales Kir ya
que, por ejemplo, la sustitucion de la Cys311 del canal Kir2.1 por residuos polares (serina),
cargados (arginina) o alifaticos (alanina) reduce la probabilidad de apertura (Garneau y cols., 2003);
como en el gating de los canales Kir por promover cambios alostéricos en el filtro de selectividad o

por modificar la afinidad por el PIP, (Lu y cols., 2001; Garneau y cols., 2003; Pegan y cols., 2005).
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Cabe destacar que tanto la propafenona como la flecainida se unen a esta Cys311 del canal Kir2.1
produciendo un aumento selectivo de la /., y de la Ix; ventricular. pero en Kir2.2 y en Kir2.3 no
se produce tal union pues estos canales carecen de dicha cisteina en posicion analoga (ver apartado
3.3.7 y Figura I1.20). Por lo tanto ni flecainida ni propafenona aumentan la /g, o la I, (Caballero
y cols., 2010a; Amords y cols., 2013; Gémez y cols.,, 2014). La cavidad central del poro
citopldsmico presenta una alta concentracion de residuos con carga negativa (Nishida y
MacKinnon, 2002; Pegan y cols., 2005), entre los que destacan dos anillos acidicos: el primero
formado por dos acidos glutamicos (E224 y E299), y el segundo, por dos 4cidos asparticos (D255 y
D259) (Figura I11.16). Como se ha mencionado previamente, ambos anillos estan implicados en la
rectificacion interna que presentan estos canales (Xie y cols., 2003; John y cols., 2004; Pegan y
cols., 2005; Fujiwara y Kubo, 2006; Kurata y cols., 2007). Dada la longitud del poro citoplasmico y
la concentracién de cargas negativas que presenta, Nishida y MacKinnon (2002) han propuesto la
posibilidad de que se puedan concentrar varios iones K™ en esta region del poro. Como no existen
sitios especificos de interaccion entre esta region del poro y dichos iones, éstos estarian localizados
al azar a lo largo del poro (Nishida y MacKinnon, 2002). Con la despolarizacion de la membrana, se
produciria la entrada en el poro de una molécula de poliamina (cargada positivamente) desde el
medio intracelular, lo que desplazaria los iones K' hacia el poro TM y, de ahi, al medio
extracelular. Posteriormente, la interaccion de la poliamina con sus sitios de unidon bloquearia el
poro completamente, impidiendo el paso de mas iones K (Nishida y MacKinnon, 2002). Este
mecanismo explicaria algunas de las caracteristicas de la rectificacion interna relacionadas con la
dependencia de voltaje del bloqueo producido por poliaminas y cationes intracelulares (Lopatin y
cols., 1994; Domene y cols., 2003).

La hélice a presente en el extremo C-terminal del dominio citoplasmico (la hélice aB) protruye
hacia el interior celular (Figura I1.16D) (Nishida y MacKinnon, 2002). La porcion del extremo C-
terminal que se extiende mas alla del segmento BN (donde se incluye esta hélice oB) presenta una
homologia mucho menor entre los diferentes canales Kir que el resto de la proteina, por lo que se
puede descartar una funcion comun de esta region para todos ellos. Sin embargo, si se compara la
secuencia de esta hélice aB de los miembros de una misma subfamilia, la homologia sigue siendo
muy elevada, por lo que se ha propuesto que puede estar participando en las interacciones del canal
con otras proteinas o mediadores intracelulares. Esto ocurre, por ejemplo, para los 4 canales Kir
regulados por proteinas G (canales Kir3.1-Kir3.4) (Yamada y cols., 1998), por lo que se ha sugerido
que esta region podria participar en la regulacion de los canales Kir3 por proteinas G (Albsoul-

Younes y cols., 2001; Nishida y MacKinnon, 2002). Més alld de la hélice aB, la estructura del
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extremo C-terminal no ha podido ser cristalizada, lo que indica que esta region presenta una
estructura extremadamente flexible y desordenada y/o que para formar una estructura rigida precisa
de la presencia del extremo N-terminal completo (las estructuras de los dominios citopldsmicos
cristalizados carecen de los 40 primeros aminoécidos de este extremo) (Ma y cols., 2011) o de otras
proteinas citoplasmicas con las que interacciona (Pegan y cols., 2005). A este respecto, en esta
region se ha identificado un dominio PDZ de interaccién con proteinas de anclaje a la membrana
(PSD-95, SAP102, PSD-93, SAP97, sintrofinas) (Cohen y cols., 1996; Nehring y cols., 2000; Gee y
cols., 2000; Inanobe y cols., 2002; Leonoudakis y cols., 2001, 2004a y b, Milstein y cols., 2012).

3.3.3. Rectificacion interna y excitabilidad cardiaca

A potenciales mas negativos que el PR, la /x; presenta una conductancia mucho mayor que
cualquier otra corriente, por lo que es la corriente encargada de fijar el PR cerca del Ex. Cuando se
genera un PA 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 forma critica a la
repolarizacion durante el final de la fase 3 (Lopatin y Nichols, 2001; Anumonwo y Lopatin, 2010).

De hecho, Zaritsky y cols. demostraron que la ausencia de la Ik; en ratones a los que se abolia
los dos alelos del gen KCN.J2 (ratones Kir2.1” 7) produce una despolarizacion del PR y un aumento
de la actividad espontanea en miocitos ventriculares que se acompafia de una prolongacion de la
DPA (Zaritsky y cols., 2000 y 2001). De la misma forma, en ratones transgénicos a los que se les
suprimia la Ix; en un 90% mediante la transfeccion de un dominante negativo de Kir2.1 (Kir2.1-
AAA), que forma canales no funcionales porque tiene mutado el filtro de selectividad, produce una
prolongacion de la DPA y de los intervalos QRS y QT (McLerie y Lopatin, 2003).
Sorprendentemente, el PR de los miocitos ventriculares de estos ratones no se modificaba (McLerie
y Lopatin, 2003). En corazones de cobayos en los que también se suprimia la /x; mediante la
transfeccion de Kir2.1-AAA, se observd ademas actividad automatica en algunos miocitos y, en los
registros del ECG, latidos prematuros de origen ventricular (Miake y cols., 2002 y 2003).

Por el contrario, en ratones transgénicos que sobreexpresan Kir2.1, el aumento de la /x; produce
un acortamiento significativo de la DPA y arritmias tanto auriculares como ventriculares (Li y cols.,
2004; Piao y cols., 2007b). Noujaim y cols. han demostrado que este aumento de la /x; permite la
estabilizacion de los frentes espirales de reentrada de alta frecuencia (denominadas rotores),
actividad que se suprimia con la administracion de concentraciones bajas de Ba>", un inhibidor de la

Ix; (Noujaim y cols., 2007).
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Cada vez hay mas evidencias de que una excesiva heterogeneidad en la repolarizacion es un
factor que determina la aparicion de inestabilidad eléctrica en el corazoén, insistiendo en la
importancia del papel que juega la Ik, en la estabilidad eléctrica cardiaca. En este sentido, estudios
realizados en corazones de cobayo sugieren que el gradiente existente entre el ventriculo izquierdo
y el derecho en la amplitud de la /x; puede contribuir a la perpetuacion de las arritmias por
reentrada en el ventriculo en el cudl la densidad es mayor (el izquierdo) (Samie y cols., 2001). Por
otra parte, se ha demostrado que la inhibicion de la /x; es fundamental para la terminacién de
arritmias ventriculares inducidas en corazones de animales de esta misma especie (Warren y cols.,
2003). Asimismo, experimentos en los que se suprimen/sobreexpresan los canales Kir2.1 en un
cultivo en monocapa de cardiomiocitos neonatales de rata han demostrado la importancia de la
heterogeneidad de la /k; en la génesis y mantenimiento de los circuitos de reeentrada (Sekar y cols.,
2009).

La marcada e inusual dependencia de la [K+]e que presenta la /i es otro de los mecanismos por
el que esta corriente participa en la regulacion de la excitabilidad cardiaca. La actividad normal del
corazon conlleva grandes variaciones de la [K'] en el reducido espacio intercelular (entre 0.01 y 5
uM) (Kline y Morad, 1976; Kline y cols., 1980). Es mas, en las fibras de Purkinje, la [K']. puede
sufrir un aumento transitorio con cada latido hasta alcanzar concentraciones en el rango milimolar
(Kline y cols., 1980) e incluso existen regiones o estructuras celulares, como los tibulos T, donde la
acumulacion de K puede llegar a ser mayor (Almers, 1972; Clark y cols., 2001). El incremento de
la Ix; asociado a esos aumentos transitorios de la [K+]e tiene consecuencias en la actividad eléctrica
cardiaca, modificando, por ejemplo, la DPA o la propagacion del impulso cardiaco (Kline y cols.,
1980; Coulombe y Coraboeuf, 1983; Nygren y Giles, 2000).

Por ultimo, a pesar de que estd ampliamente descrito el papel de la Ik; en la fase final de la
repolarizacion del PA y su participacion en la onda T del ECG, se desconoce qué corriente es la
responsable (o cudles, en el caso de que hubiera mas de una) de la aparicion de la onda U. Sin
embargo, recientemente, el andlisis de los ECG de pacientes portadores de diferentes mutaciones en
el gen KCNJ2 (Kir2.1) ha sugerido que la amplitud de la onda U viene determinada por la densidad
de la Ix; (Postema y cols., 2009).

3.3.4. Densidad de la /x; en los distintos tejidos cardiacos

En todas las especies estudiadas la densidad de la /x; es mucho mayor en el tejido ventricular
que en el auricular (Shah y cols., 1987; Giles e Imaizumi, 1988; Varro y cols., 1993; Melnyk y
cols., 2002; Dhamoon y cols., 2004) exceptuando en el raton (Lomax y cols., 2003). Las
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propiedades de la rectificacion de la Ix; también varian entre células ventriculares y auriculares, ya
que a potenciales despolarizantes la corriente de salida de K™ es practicamente nula en células
auriculares, mientras que en las ventriculares su amplitud es mucho mayor (Giles e Imaizumi, 1988;
Koumi y cols., 1995a). Estas diferencias en la rectificacion pueden deberse a que la composicion de
los canales que generan la Ix; en ambas camaras sea distinta. En este sentido, Melnyk y cols.
demostraron la expresion preferencial de los canales Kir2.3 frente a los Kir2.1 en los miocitos
auriculares de perro, mientras que en el tejido ventricular ocurria lo contrario (Melnyk y cols.,
2002). Estos resultados coinciden con los descritos para el tejido miocardico humano. Gaborit y
cols. demostraron que la expresion de canales Kir2.3 es méaxima en el tejido auricular mientras que
es residual en el tejido ventricular humano. Por el contrario la expresion de canales Kir2.1 en el
tejido ventricular humano es muy alta (Gaborit y cols., 2007) lo que sugiere que en ¢l los canales
Kir2.1 forman homotetrameros. Otras hipotesis que explicarian las diferencias en la densidad de la
Ix; y la intensidad de la rectificacion entre tejido auricular y ventricular es que los canales de los
dos tejidos presenten diferente sensibilidad a las poliaminas o que las concentraciones intracelulares
de poliaminas sean diferentes en auriculas y ventriculos (Lopatin y Nichols, 2001; Anumonwo y

Lopatin, 2010).

La densidad de la /Ix; es también diferente en ambos ventriculos y en las distintas regiones de un
mismo ventriculo. De manera general, la Ix; es mayor en el ventriculo derecho que en el izquierdo
(Brunet y cols., 2004; Panama y cols., 2007), aunque existen excepciones como el cobayo, donde es
justo al contrario (izquierdo > derecho) (Warren y cols., 2003). En el ventriculo izquierdo del ratén,
la densidad de la /x; es mayor en miocitos apicales que en miocitos epicardicos (Brunet y cols.,
2004), mientras que en el ventriculo izquierdo de gato, la /x; es mayor en las células endocardicas

que en las epicardicas (Furukawa y cols., 1992).

La densidad de la Ik; es pequeiia en las células del nodo SA de ratén y de rata (Shinagawa y
cols., 2000; Cho y cols., 2003) e indetectable en las mismas células de conejo (Shinagawa y cols.,
2000). La menor presencia de la Ix; en las células del nodo SA permite el desarrollo de la actividad
automatica y que el potencial diastélico méximo esté relativamente despolarizado (=-50 mV)

(Schram y cols., 2002).

En préacticamente todos los tipos celulares cardiacos en los que se ha registrado la Ik;, se ha
identificado la presencia de canales Kir en el sarcolema (Anumonwo y Lopatin, 2010). La presencia

de dichos canales en los tubulos T es indiscutible, ya que la pérdida de los tibulos T que se produce
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a corto plazo en miocitos en cultivo se acompaifia de una reduccion significativa de la Ix; (Lipp y
cols., 1996; Mitcheson y cols., 1996; Christe, 1999). Estos resultados se han visto confirmados
ademas mediante experimentos en los que se estudia el efecto de la acumulacién/deplecion de K en
los tiibulos T sobre la corriente. Clark y cols. han demostrado que en miocitos ventriculares de raton
se produce un aumento significativo de las corrientes de cierre de la /x; en respuesta a un gran flujo
de salida de iones K" previo (con el consiguiente aumento de la [K'].), lo que es consistente tanto
con la acumulacién de K* en el espacio intercelular como con la localizacion de la Ix; en el
restringido espacio de los tibulos T (Clark y cols., 2001). Ademads, el marcaje mediante anticuerpos
especificos para canales Kir2.1, Kir2.2 y Kir2.3 demuestra la localizacion de éstos en los tibulos T
de los miocitos ventriculares (Clark y cols., 2001; Leonoudakis y cols., 2001; Melnyk y cols.,
2002).

3.3.5. Propiedades de los canales Kir2

Hasta la fecha se han clonado 5 miembros de la familia Kir2 (Kir2.1, 2.2, 2.3, 2.4 y 2.6) en
mamiferos. La expresion de los canales Kir2.4 en el corazon es minima (s6lo se ha demostrado su
presencia en las neuronas miocardicas) (Liu y cols., 2001). La expresion de Kir2.6 inicamente se ha
demostrado en musculo esquelético (Ryan y cols., 2010), y la de Kir2.5 no se ha demostrado hasta

la fecha en mamiferos (Hassinen y cols., 2008).

Subunidad Conductancia (pS) Sensibilidad al Ba* Sensibilidad al pH Sensibilidad al pH
extracelular intracelular
Kir2.1 20-31 ++ - +
Kir2.2 34-42 +++ - n
Kir2.3 10-14 + +++ 4+
Kir2.4 =15 + +++ ?
Kir2.6 =34 ? ? ?

Tabla I1.3. Propiedades de los canales Kir2 expresados en sistemas heterélogos. La diferencia en la sensibilidad al
Ba®" y al pH entre los canales Kir2 va desde los muy sensibles (+++) hasta los poco (+) o nada (-) sensibles. Tanto las
sensibilidades de Kir2.6 al Ba*", al pH extra e intracelular como la sensibilidad de Kir2.4 al pH intracelular no han sido
determinadas todavia experimentalmente.

Los miembros de la subfamilia Kir2 presentan diferentes caracteristicas que se resumen en la
(Tabla I1.3). Exceptuando los canales Kir2.2 y 2.6 que guardan una gran homologia en su secuencia
(99%) y presentan conductancias muy similares, el resto de canales Kir2.x presentan conductancias
especificas que los diferencian entre si (Kubo y cols., 1993a; Morishige y cols., 1993; Makhina y
cols., 1994; Morishige y cols., 1994; Perier y cols., 1994; Raab-Graham y cols., 1994; Takahasi y
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cols., 1994; Wible y cols., 1995; Topert y cols., 1998; Choe y cols., 2000; Liu y cols., 2001; Ryan y
cols., 2010) y diferencias en la sensibilidad al Ba?' (Liu y cols., 2001; Preisig-Muller y cols., 2002;
Schram y cols., 2003), y al pH intracelular (Qu y cols., 2000; Collins y Larson, 2002) y extracelular
(Hughes y cols., 2000; Yan y cols., 2005; Mufioz y cols., 2007).

[ pr—

Kir2z.2 Kir2.1 Kir2.3

Figura I1.19. Cinética de activacion de los canales Kir2. (A-B) Trazos representativos de corrientes generadas por
los canales Kir2.1 (A) y Kir2.3 (B) registrados al aplicar pulsos entre -130 y -30 mV desde un potencial de fijacion de -
30 mV. Los ajustes a una funcion exponencial para obtener la constante cinética de la activacion (T,) se muestran
superpuestos a los trazos de corriente. (C) Comparacion de las T, de los diferentes canales Kir2 a -115 mV.
[Adaptadas de Panama y Lopatin, 2006]

Las subunidades Kir2 presentan también diferentes cinéticas de activacion (Figura I1.19). La
apertura de los canales Kir cardiacos tras la hiperpolarizaciéon de la membrana se caracteriza por
una fase casi instantanea (activacion) seguida de una ligera caida de la corriente dependiente del
tiempo producida por cationes extracelulares. La amplitud de ambas fases depende del tipo de canal
y de las condiciones experimentales empleadas, pero, en general, la cinética de activacion viene
determinada principalmente por la cinética de disociacion de las poliaminas (y, mayoritariamente,
de la espermina) de su sitio de union en el canal, ademés de depender en gran medida del £y, y de la
[K+]e. La constante cinética de activacion (T,e) es similar en los canales Kir2.1 y Kir2.2 (=0.5-2
ms), mientras que es =7-9 veces mayor en los canales Kir2.3 (Figura I1.19) (Panama y Lopatin,

2006; Panama y cols., 2007).
3.3.6. Composicion de los canales que generan la Ik
Como ya se ha mencionado, Gaborit y cols. describieron el afio 2007 de forma detallada el

patrén de la expresion de los diferentes miembros de la subfamilia Kir2 (excepto Kir2.4) en los

distintos tejidos cardiacos humanos (Gaborit y cols., 2007). Estos autores encontraron diferencias
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significativas en el patron de expresion entre el epicardio y el endocardio del lado derecho del
corazon para las subunidades Kir2.1 (expresion mas elevada en el endocardio derecho), para Kir2.2
(expresion mas elevada en el epicardio derecho) y para Kir2.3 (expresion mas elevada en el
endocardio derecho) (Tabla I1.4). Asimismo, se han encontrado diferencias en la expresion de las
diferentes subunidades Kir2.x en las fibras de Purkinje (Kir2.1 ~ Kir2.3 > Kir2.2), en el ventriculo
derecho (Kir2.1 > Kir2.2 ~ Kir2.3), en la auricula derecha (Kir2.3 > Kir2.2 > Kir2.1) y en la
auricula izquierda (Ki2.2>Kir2.3>Kir2.1) (Gaborit y cols., 2007) (Tabla 1.4). Aunque estos

resultados contradicen los que se habian obtenido en un estudio anterior (Wang y cols., 1998).

AI(m=7) | VI@=7) | Epilm=7) | EndoI (n=7) | AD(n=5) | VD (n=5) | EpiD n=8) | EndoD (n=8) | FP (n=8)

media EEM media EEM media EEM media EEM media EEM media EEM media EEM media EEM media EEM

Kir2.1 453 9.9 | 1449 306 | 1328 204 131.7 19.3 49.8 7.3 | 2006 258 | 1259 18.6 165.5 229 726 10.2

Kir2.2 | 304.1 37 177.7  29.7 | 1879 38.6 163.2 432 | 1165 253 125 21.6 83 5.4 61.4 7.8 46.8 6.6

Kir2.3 88 112 | 163.6 298 | 1099 259 132.7 21.8 | 213.1 412 | 106.1 258 51.7 12.2 75.8 7 61.6 108

Tabla I1.4. Niveles de expresion de los canales Kir2.x en corazém humano. A (auricula); V (ventriculo); I
(izquierdo); D (derecho); Epi (epicardio); Endo (endocardio); FP (fibras de Purkinje). Cada condicion se expresa en
media + EEM de la expresion relativa (2*“") obtenida para cada gen frente a HPRT (hipoxantina-guanina-fosforribosil-
transferasa) (x100). [Adaptada de Gaborit y cols., 2007]

Para averiguar la composicion de los canales que generan la Ix; se han llevado a cabo diferentes
aproximaciones, entre ellas, diferenciar la presencia de los distintos tipos de canales en funcion de
su conductancia. En miocitos auriculares y ventriculares, se han registrado corrientes unitarias que
presentaban conductancias que iban desde los =10-15 pS (correspondientes a canales Kir2.3) hasta
los =40-45 pS (correspondientes a canales Kir2.2), pasando por conductancias intermedias (=21-28
pS, correspondientes a canales Kir2.1) (Sakmann y Trube, 1984a; Matsuda, 1988; Burnashev y
Zilberter, 1986; Wible y cols., 1995; Liu y cols., 2001). Sin embargo, la frecuencia con la que se
detectan dichas conductancias depende de la especie y del tejido estudiado. El uso de
oligonucleétidos antisentido (AsODN) contra el ARNm de Kir2.1 en miocitos ventriculares de rata
produjo una drastica reduccion de la Ix; (Nakamura y cols., 1998) lo que sugeria que los canales
Kir2.1 eran los mayoritarios. Posteriormente, Zaritsky y cols. ablacionaron los genes que codifican
las proteinas Kir2.1 y Kir2.2 en ratones (ratones Kir2.1”" y Kir2.2”", respectivamente) (Zaritsky y
cols., 2000). Los miocitos ventriculares de los ratones Kir2.1” (que apenas sobrevivian unas horas

tras el nacimiento) carecian de /x;, demostrando que en esta especie también los canales Kir2.1 son
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esenciales para la generacion de la Ik;. Por el contrario, los ratones Kir2.2” si eran viables y
presentaban Ik, aunque ésta era menor a la registrada en miocitos de animales normales (Zaritsky y

cols., 2000), lo que sugeria que estos canales también participaban en la Ix;.

También se ha tratado de averiguar la composicion de los canales que generan la Ix; atendiendo
a las diferencias que presentan cada uno de los miembros de la subfamilia Kir2 respecto a
propiedades como la sensibilidad al Ba®", al pH o la cinética de activacion (Tabla II.3). Schram y
cols. han demostrado que la sensibilidad al Ba®" de los canales Kir2.1+Kir2.3 es mayor a la que
presentan cada uno de ellos por separado y similar a la que presentan los canales Kir2.2, pero
diferente a la que presenta la Ik; registrada en miocitos ventriculares humanos, lo que confirma la

participacion de varias subunidades Kir2.x diferentes en la generacion de la /x; humana (Schram y

cols., 2003).

Como se ha mencionado, los canales Kir2.x también se diferencian en su cinética activacion
(Figura I1.19). Analizando la cinética de activacion de la Ik; registrada en miocitos de raton y de
cobayo se ha sugerido que la participacion de los canales Kir2.3 en la corriente en dichos animales
es minoritaria (Yan y cols., 2005; Panama y cols., 2007). Por el contrario, el estudio de la
sensibilidad al pH de la /x; registrada en miocitos ventriculares de oveja ha demostrado una gran

contribucion de los canales Kir2.3 a la génesis de la /x; en dichos miocitos (Tabla I1.3) (Mufoz y

cols., 2007).
3.3.7. Regulacion de la Ik

e Modulacion por cationes (Na", Ca2+, Mg%, Ba2+)

En experimentos de fijacion de voltaje se ha observado que la amplitud de la Ix; disminuye tras
la aplicacion mantenida de un pulso hiperpolarizante (Maughan, 1976; Baumgarten y cols., 1977;
Sakmann y Trube, 1984b), disminucion que es debida a la inhibicion dependiente de voltaje
producido por cationes extracelulares (Biermans y cols., 1987), siendo el Na' el principal ion
implicado en dicho proceso en los musculos cardiaco y esquelético (Standen y Stanfield, 1979). En
miocitos ventriculares de cobayo, la eliminacién de Na*, Ca*" y Mg>" del medio extracelular hace
desaparecer de forma casi completa la reduccion de la Ik; dependiente del tiempo (Sakmann y
Trube, 1984b; Shieh, 2000). Efectivamente, el Na®, Ca’" y Mg®" extracelular son bloqueantes

débiles de los canales Kir2.x.
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El Ca®" intracelular produce una inhibicion dependiente de voltaje de la Ik, (Matsuda y Cruz,
1993). Aunque el Ca’" es un inhibidor menos potente que el Mg>" y sus concentraciones
intracelulares medias son bastante bajas, hay bastantes evidencias de que las [Ca®*]; pueden tener
efectos dindmicos sobre la Ix;. Por ejemplo, los aumentos transitorios de la [Ca®']; que tienen lugar
durante el PA producen la inhibicion de la /x; en miocitos ventriculares de cobayo (Zaza y cols.,
1998). Estos resultados sugieren que los canales que generan la /k; se localizan en espacios como
los tibulos T, regiones restringidas y proximas a los lugares en los que se produce la entrada de

Ca®" al interior celular y la liberacion de Ca** desde el reticulo.

La uniéon del Mg®" intracelular al canal depende del Ey, por lo que la velocidad de
repolarizacion de la membrana afecta a las cinéticas de asociacidn/disociacion de este ion y, por
tanto, a la amplitud de la /k;. De hecho, se ha descrito que la amplitud de la /x; de salida depende en
gran medida de la velocidad con la que se repolariza la membrana (Ishihara, 1997; Ishihara y Ehara,

1998).

Los iones Ba®" son los cationes divalentes que con mayor potencia inhiben de la Ix,
(DiFrancesco y cols., 1984) y, de hecho, la inhibicién producido por el Ba®" extracelular se
considera una de las caracteristicas que definen a las corrientes rectificadoras internas, por lo que ha
sido ampliamente utilizado para caracterizar los nuevos canales clonados como miembros de la
familia Kir. Como se ha mencionado, cada una de las subunidades Kir2 posee diferente sensibilidad

al Ba™" (Liu y cols., 2001; Preisig-Miiller y cols., 2002; Schram y cols., 2003).

e Estimulacion adrenérgica

En general, estd ampliamente aceptado que tanto la estimulacioén adrenérgica o (Fedida y cols.,
1991; Braun y cols., 1992) como la B (Koumi y cols., 1995b) producen una reduccion de la Ik,
aunque también hay resultados en sentido contrario (Gorostiza y cols., 1995). Sin embargo, la
mayoria de estos trabajos se han centrado en el estudio de la corriente de entrada de la Ik, sin
practicamente atender a los efectos sobre la corriente de salida, que es la realmente relevante a nivel
fisiologico. Un estudio en miocitos ventriculares de cobayo ha demostrado que la estimulacion [3-
adrenérgica produce una reduccion significativa de la corriente de entrada, causando una minima
(casi nula) inhibicién de la corriente de salida (Koumi y cols., 1995b). A esta disparidad de
resultados contribuye también la coexistencia de diferentes tipos de receptores adrenérgicos en el

corazon. Por ejemplo, se ha demostrado que la estimulacion de receptores [; produce la
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disminucion de la Ix;, mientras que la estimulacion de receptores B; produce el aumento de las
corrientes generadas por los canales Kir2.1 (mediado por PKC) y Kir2.2 (mediado por PKA),
aunque no de la generada por los canales Kir2.3 (Scherer y cols., 2007), y la estimulacion de
receptores olja produce la inhibicion de las corrientes generadas por los canales Kir2.2 y Kir2.3,

pero no de la generada por los canales Kir2.1 (Zitron y cols., 2008).

e Modulacion por poliaminas

Las concentraciones celulares de poliaminas se regulan por un complejo sistema de enzimas
(Seiler, 1994) dando lugar a niveles de poliaminas libres que son suficientes para producir la
rectificacion interna de los canales Kir descrita anteriormente. La concentracidon citoplasmica de
cada poliamina estd regulada para que cada una de ellas juegue un papel especifico en la funciéon de
los canales (Lopatin y cols., 1995), por lo que sus niveles se ajustan de forma dinamica para

producir la rectificacion en el rango fisiologico en el que se mueven los potenciales de membrana.

Experimentalmente, se ha demostrado que la manipulacion de las concentraciones de
poliaminas pueden modular las corrientes generadas por canales Kir2 (Bianchi y cols., 1996; Shyng
y cols., 1996; Lopatin y cols., 2000). Por ejemplo, Bianchi y cols. (1996) han demostrado en
basofilos de rata que la rectificacion interna se atenuaba tras un tratamiento con un inhibidor
especifico de la S-adenosilmetionina descarboxilasa (SAMDC), ya que este inhibidor producia el
aumento de las concentraciones de putrescina y la disminucion de las concentraciones de
espermidina y espermina (Bianchi y cols., 1996). Asimismo, ratones transgénicos en los que se
elimina el gen de la espermina sintasa presentaban unos niveles indetectables de espermina y un
aumento de 5 veces en los niveles de espermidina, lo que se traducia en una Ix; con una menor
rectificacién y cinéticas de activacion mas rapidas (Lopatin y cols., 2000). Por otro lado, la
sobreexpresion de la ornitina descarboxilasa (ODC) en corazones de ratdn, a pesar de que producia
un aumento de los niveles intracelulares de putrescina de mas del 35%, apenas ocasionaba un ligero
aumento de la amplitud de la /Ik;, lo que sugiere que la putrescina juega un papel poco importante
en la regulacién de la Ix; (Lopatin y cols., 2000). Por el contrario, se ha demostrado que la
eliminacion de la putrescina intracelular si afecta a la rectificacion de los canales Kir2.3 (Shyng y
cols., 1996), mientras que la eliminacion de la putrescina del medio extracelular lleva a la deplecion
de sus niveles intracelulares, asi como de los de espermidina y espermina, produciendo también

modificaciones en las caracteristicas cinéticas de Kir2.3 (Lopatin y cols., 1995).
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e Modulacion por pH

La sensibilidad de la Ix; al pH depende del tejido y de la especie estudiada, posiblemente debido
a la diferente composicion de los canales que la generan (Tabla I1.3). En miocitos ventriculares de
rata y cobayo, la Ix; es insensible a la [H']; (Ito y cols., 1992; Komukai y cols., 2002a y 2002b),
mientras que la Jx; registrada en miocitos ventriculares de oveja si es inhibida por la [H']; que se
encuentran en el rango fisiolégico (Mufioz y cols., 2007). Dado que los canales Kir2.3 son mas
sensibles a la [H']; que los Kir2.1 y Kir2.2 (Tabla I1.3) (Yan y cols., 2005), estos resultados son
consistentes con la importante contribucion de los canales Kir2.3 a la Ix; en estos miocitos
(Dhamoon y cols., 2004). De hecho, se ha descrito que son las subunidades Kir2.3 las que confieren
sensibilidad al pH a los heterotetrameros Kir2.1+Kir2.3 (Muiioz y cols., 2007), siendo la treonina
en posicion 53 el residuo responsable de la sensibilidad al pH en los canales Kir2.3 (Qu y cols.,

2000).

Los canales Kirl.1 (homologos de Kir2.1, pero con una rectificacion interna mas débil) son
sensibles a las [H']; que se encuentran en el rango fisiologico (Tsai y cols., 1995). La gran
sensibilidad del canal Kirl.1 a los cambios en el pH esté relacionada con la presencia de una lisina
en la posicion 80 (Fakler y cols., 1996b), ya que la neutralizacion de este residuo resulta en la
pérdida de sensibilidad al pH intracelular. Por su parte, la sustitucion del residuo homologo en el
canal Kir2.1 por una lisina (M84K) hace que este canal adquiera sensibilidad al pH intracelular
(Fakler y cols., 1996b). Ademads, los canales que se forman tras el ensamblaje de subunidades
Kir2.1 con otros miembros de la familia Kir2 sensibles al pH (p.e., Kir2.3) si que presenten

sensibilidad al pH (Mufioz y cols., 2007).

e Modulacion por PIP,

El PIP, es un importante segundo mensajero de una gran variedad de vias de sefializacion
(Hilgemann, 1997; Hilgemann y cols., 2001). La primera corriente con rectificacion interna de la
que se describido su modulaciéon por el PIP, fue la Ik atp (Hilgemann y Ball, 1996) y, desde
entonces, se ha descrito que el PIP, es capaz de modular todos los canales Kir tanto en células
nativas como en sistemas de expresion heterdlogos (Logothetis y cols., 2007; Lopes y cols., 2007).

El PIP; produce la apertura de los canales Kir, mientras que su eliminacion produce el cierre de
los mismos (Huang y cols., 1998; Shyng y cols., 2000; Lopes y cols., 2002; Rohacs y cols., 2003;
Logothetis y cols., 2007; Hansen y cols., 2011). En este sentido, Rohacs y cols. (1999) demostraron
que el PIP, es un potente activador de los canales Kir2.1, mientras que su modulacion de otros

canales Kir (como los canales Kir3.1 o Kir3.4) es mas débil (Rohacs y cols., 1999). Ademas, se ha
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demostrado la importancia de la localizacion de los dos grupos fosfato en las posiciones 4 y 5 de la
molécula de PIP,, ya que el cambio de posicion o la eliminacion de estos sustituyentes disminuye la
afinidad de estos compuestos por los canales Kir2.1 (Rohacs y cols., 1999). El PIP, también afecta a
las propiedades de los miembros de la subfamilia Kir2. Por ejemplo, se ha demostrado que la
modulacion de los canales Kir2.3 por el pH, la ACh o el miristato-acetato de forbol (PMA, Phorbol
Mpyristate Acetate) depende de las interacciones entre el PIP; y el canal (Logothetis y cols., 2007).
Se han identificado numerosos residuos implicados en la modulacion de los canales Kir2 por el
PIP,, aunque la mayoria de ellos se localizan en la parte superior del dominio citoplasmico (la mas
préxima a la cara interna de la membrana plasmatica) y en la slide helix (Lopes y cols., 2002;
Decher y cols., 2007; 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 canales, aproximando el
dominio intracelular a la cara citoplasmica de la membrana y “forzando” de esta manera la apertura
del canal (Logothetis y cols., 2007). Las interacciones entre el PIP, y el canal Kir2.1 producen un
aumento de la probabilidad de apertura del canal, favoreciendo la estabilizacion del mismo en el
estado abierto y facilitando las transiciones desde el estado cerrado hacia el abierto (Xie y cols.,
2008). En 2011, Hansen y cols. demostraron mediante cristalografia de rayos X que el PIP, se une a
la interfase entre el dominio TM y el dominio citoplasmatico de Kir2.2 permitiendo un cambio
conformacional en el canal que pasa del estado cerrado al abierto (Hansen y cols., 2011). El estudio
demostraba que eran indispensables para la union a las cadenas acilo y al fosfato en posicion 1° del
PIP, los aminoéacidos R78, W79 y R80 (posiciones en Kir2.2) situados en el dominio TM. Por su
parte, los aminoacidos K183, R186, K188 y K189 (posiciones en Kir2.2) situados en el dominio
citoplasmatico jugarian un papel fundamental en la union a los fosfatos del PIP, en posiciones 4’ y

5.

e Determinantes moleculares del trafico, expresion en membrana y densidad de la corriente de
los canales Kir2.x

Se han identificado numerosos residuos implicados en la modulacion del trafico, la expresion en
membrana y la corriente de los canales Kir2.x. Alineando las secuencias de Kir2.1, 2.2 y 2.3 se
pueden diferenciar que las principales secuencias de regulacion se encuentran en los extremos N y

C-terminales de las 3 subunidades (Figura I1.20).
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Figura I1.20. Alineamiento de secuencia de los canales Kir2.x humanos. En rosa se indica cuando las secuencias son
idénticas o muy parecidas. Recuadrada en negro secuencia de salida del RE. Recuadrada en rojo y en verde sefiales de
salida del aparato de Golgi. Recuadrada en azul Cys311 en Kir2.1 responsable de la unién a flecainida y propafenona.
Recuadrada en purpura secuencia de fosforilacion para PKA (RRES) y secuencia de unioén a dominios PDZ (SEI, SAI).

La secuencia FCYENE correspondiente a las posiciones 374-379 de Kir2.1 es fundamental para
que se produzca la salida del canal del RE, de hecho, mutaciones en esta region disminuyen la
expresion en membrana de los canales Kir2.x (Figura 11.20) (Ma y cols., 2001). Por otro lado, tanto
la secuencia RXR correspondiente a los aminoacidos 44 y 46 de Kir2.1, como SSYLANE
(posiciones 313-319 en Kir2.1) conforman una sefial de salida del Golgi cuando se unen el extremo
N y C-terminal y forman una estructura terciaria que cuando esta intacta permite que el canal supere

los controles de calidad (Ma y cols., 2011) (Figura 11.20). Asimismo, s6lo en la posicion 311 de
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Kir2.1 se encuentra una cisteina (en Kir2.2 y Kir2.3 se encuentra una alanina), lo que le confiere
sensibilidad a la flecainida y propafenona que, a concentraciones incluso por debajo de las
alcanzadas tras administrar dosis terapéuticas aumentan la ki (Caballero y cols., 2010a; Gémez y
cols., 2014) (Figura I1.20) (ver apartado 3.3.2). Por ultimo en el extremo C-terminal (posiciones
422-427 en Kir2.1) se encuentran solapadas una secuencia de fosforilaciéon por PKA (RRES) y una
secuencia de uniéon a dominios PDZ (SEI, SAI), siendo la fosforilacién y defosforilacion de esta
serina fundamental para la unidn a las proteinas con dominios PDZ como SAP97 y a-1-sintrofina

(Leonoudakis y cols., 2001; 2004a; 2004b; Vaidyanathan y cols., 2010).

3.3.8. La Ix; en diversas patologias

Tanto la Ix; auricular como los niveles de ARNm de Kir2.1 estdn aumentados en pacientes con
FA crénica (Van Wagoner y cols., 1997; Bosch y cols., 1999; Dobrev y cols., 2001 y 2002; Gaborit
y cols., 2005 y 2007; Nattel y cols., 2008 y 2010; Gonzalez de la Fuente y cols., 2013). El aumento
de la corriente contribuye en gran medida al acortamiento de la DPA, asi como al mantenimiento y
perpetuacion de la arritmia (Dhammon y Jalife, 2005). En muestras de pacientes con insuficiencia
cardiaca congestiva, se han descrito efectos diferentes en la Ix; de miocitos ventriculares y de
miocitos auriculares. Concretamente, en los miocitos ventriculares humanos, se ha descrito una
disminucion significativa de la Ix; (Beuckelmann y cols., 1993), al igual que en conejo (Pogwidz y
cols., 2001) y en rata (Fauconnier y cols., 2005). Por el contrario, en los miocitos auriculares

humanos, se ha descrito una disminucion de la /Ix; (Koumi y cols., 1994).

Muchos estudios han demostrado que la Ix;, al igual que otras corrientes de K', disminuye en
ratas espontdneamente hipertensas y en modelos animales de hipertrofia cardiaca (Brooksby y cols.,
1993; Mclntosh y cols., 1998; Nébauer y Kéédb, 1998; Mitarai y cols., 2000). A este respecto, es
importante resaltar que numerosos trabajos han demostrado que la hipertrofia cardiaca aumenta las
concentraciones de poliaminas (Caldarera y cols., 1974; Bartolome y cols., 1980), por lo que es
probable que la reduccion de la Ik sea consecuencia de dicho aumento. Sin embargo, en un modelo
felino de hipertrofia ventricular, la /x; aumenta en los miocitos del ventriculo derecho (Kleiman y
Houser, 1989), mientras que no se modifica en los del ventriculo izquierdo (Furukawa y cols.,

1993).
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Los miocitos ventriculares humanos de regiones que sufren isquemia cronica presentan un PR
mas despolarizado y una DPA prolongada, especialmente en la fase final de la repolarizacion
(Mubagwa y cols., 1994), lo que concuerda con la reduccion de la Ix; que se produce tras un infarto
de miocardio (Lue y Boyden, 1992; Beuckelmann y cols., 1993; Pinto y Boyden, 1998). Durante el
estrés metabolico (p.e., durante la isquemia), el marcado aumento de la /x otp enmascara muchos de
los efectos que ocurren en otras corrientes de K" como la I;. Sin embargo, utilizando
glibenclamida como inhibidor de la Ik atp, Xie y cols. lograron demostrar que la iodacetamida, un
inductor de estrés metabolico, inhibe la /x; (Xie y cols., 1997). Ademas, la inhibicién inducida por
Ba”" de la Ix; en miocitos ventriculares de conejo elimina la proteccion frente al estrés metabolico
que produce el precondicionamiento isquémico, un papel que clasicamente se habia asignado a la
Ix atp (Diaz y cols., 2004). Por ultimo, diversos estudios sugieren que la /x; aumenta en condiciones
de hipoxia/anoxia (Ruiz-Perich y cols., 1991) o en presencia de cianida (Muramatsu y cols., 1990).
De hecho, se ha demostrado que el acortamiento de la DPA que se produce en la fase aguda de la

hipoxia esta mediado por la Ik; y no por la Ix atp (Piao y cols., 2007a).

y 1. . ., ., + ,
Por tultimo, es importante resaltar que la modulacion de la relacion I-V por la [K']e no sélo es
, . . . . . . . . . , . +
una caracteristica biofisica sino que tiene implicaciones fisiopatoldgicas, ya que la [K']. se eleva
durante los episodios isquémicos o en presencia de taquiarritmias como resultado de una
., . + . . .. ,
acumulacion de iones K en los espacios intercelulares y en las proximidades de los tibulos T

(Sejersted y Sjogaard, 2000).

Canalopatias asociadas a los canales Kir2.1

Hasta la fecha, se han descrito 4 tipos de sindromes arritmogénicos primarios [el sindrome de
Andersen-Tawil (SAT) o también conocido como sindrome de QT largo tipo 7 -SQTL7-, el
sindrome de QT corto tipo 3 (SQTC3), la taquicardia ventricular polimorfica inducida por
catecolaminas (TVPC) y la FA familiar] asociados a mutaciones que producen la pérdida o la
ganancia de funciéon de los canales Kir (Figura II1.21). Curiosamente s6lo se han identificado
arritmias familiares secundarias a mutaciones en el gen que codifica las subunidades Kir2.1

(KCNJ2) y no en los genes que codifican los canales Kir2.2 o Kir2.3.
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SQTL7 G144A/S G146D

S136F C154F
TVPC V123G

FA familiar R67TW D7INNV T74A T75A/MR
SQTC3
D78G R82Q A95-98 C101R

QQQQ 3 QQQQ V123G S136F G144A/S G146D

C101R A163-164
A95-98 C154F Al163-164 P186L R1891

(_[va3] T192A G215D N216H L217P
R218Q/W | G300D/V V302M E303K
R82Q R82W R312C A314-315

D78G TVPC
T75A/M/R T75M

T74A R67Q T75M R&2ZW T305A

D71/NIV

R67TW RG7Q R218/QW

Figura I1.21. Mutaciones en la subunidad Kir2.1 asociadas con canalopatias. En el dibujo, las diferentes
mutaciones siguen el siguiente codigo de color: negro para el SQTL7, rojo para el TVPC, verde para la FA familiar y
azul para el SQTC3. [Adaptada de Anumonwo y Lopatin, 2010]

e SAT

El SAT es una enfermedad hereditaria que se caracteriza por paralisis periodicas y diferentes
alteraciones multiorganicas entre las que se encuentran la escoliosis, el paladar hendido, baja
estatura y la debilidad muscular (Plaster y cols., 2001; Donaldson y cols., 2003; Terzic y cols.,
2008). Las alteraciones en la actividad eléctrica cardiaca incluyen la prolongacion del intervalo QT
del ECG (por eso se conoce también como SQTL tipo 7), rachas de taquicardia ventricular y la
aparicion de multiples focos ectopicos ventriculares tras la estimulacion adrenérgica. Sin embargo,
Zhang y cols. (2005b) han sugerido que la clasificacion del SAT como SQTL7 podria no ser del
todo correcta, ya que las modificaciones en el ECG caracteristicas del SAT estan mas relacionadas
con alteraciones del complejo T-U (Zhang y cols., 2005b). Un amplio estudio genético permitio
relacionar el SAT con el brazo largo del cromosoma 17, precisamente donde se localiza el locus del
gen KCNJ2 (Kir2.1), por lo que se buscaron posibles mutaciones en este gen. Este estudio demostrd
que mas de la mitad de los pacientes con SAT presentaban mutaciones en el gen KCNJ2 (Plaster y
cols., 2001), por lo que se denomina como tipo 1 (SAT1) cuando estan afectados los canales Kir2.1
(Plaster y cols., 2001; Andelfinger y cols., 2002; Schulze-Bahr, 2005; Zhang y cols., 2005b).

Se han identificado mas de 33 mutaciones en el gen KCNJ2 relacionadas con el SAT1 (Figura
I1.21), todas ellas caracterizadas por la pérdida de funcién del canal Kir2.1, lo que origina la

prolongacion del intervalo QT y predispone al paciente a suftir arritmias cardiacas. Debido a que el
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SATI es un trastorno autosdmico dominante (un alelo mutado y otro sano), Plaster y cols. (2001)
estudiaron en oocitos de Xenopus los efectos de coexpresar las subunidades mutadas y las WT para
dos de estas mutaciones (D71V y R218Q), demostrando que las subunidades mutadas tenian un
efecto dominante negativo por lo que los canales que contenian la subunidad mutada no eran
funcionales (Plaster y cols., 2001). Ademas, la pérdida de funcion de los canales producida por la
mutacion en la mayor parte de los casos es debida a que disminuye la interaccion del canal mutado
con el PIP, (Plaster y cols., 2001; Lopes y cols., 2002; Pegan y cols., 2006; Terzic y cols., 2008). Es
el caso de las mutaciones R218Q y R218W (Plaster y cols., 2001; Lopes y cols., 2002). Esto
residuos ocupan las posiciones equivalentes a los identificados mediante difraccion de rayos X
como responsables de la interaccion con el PIP; en canales Kir2.2 cristalizados (Hansen y cols.,

2011).

e Sindrome de QT corto

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

El SQTC3 se caracteriza por la aparicion de ondas T asimétricas en el ECG (Priori y cols.,
2005). El andlisis genético de los miembros de una familia con SQTC3 permitio la identificacion de
una mutacion en el gen KCNJ2 en la que se produce la sustitucion de un acido aspartico por una
asparragina en la posicion 172 (D172N) de la subunidad Kir2.1 (Priori y cols., 2005). Este 4cido
aspartico es un aminodcido altamente conservado dentro de la familia Kir2 y, como se ha
mencionado, juega un papel critico en la rectificacion de estos canales (Lu y MacKinnon, 1994;
Stanfield y cols., 1994; Yang y cols., 1995a). La coexpresion del canal mutado con el WT en
sistemas de expresion heterélogos genera una corriente significativamente mayor a la generada por
homotetrameros de canales WT. Ademas, mediante simulaciones por ordenador se demostré que el
aumento de la corriente de salida de K causado por la mutacién podia explicar el aumento y la
asimetria de las ondas T del ECG que presentaban los pacientes (Priori y cols., 2005). Por ultimo,
aunque no se podian realizar estudios de susceptibilidad a las arritmias en estos pacientes, las
simulaciones por ordenador predecian que las mutaciones causantes del SQTC3 predisponian a
estos pacientes a un mayor riesgo de sufrir arritmias por reentrada (Priori y cols., 2005).

En los ultimos afios se han descrito nuevas mutaciones en KCN.J2 como por ejemplo M301K y
E299V asociadas a SQTC3, aunque el mecanismo que lleva al acortamiento del QT parece diferir

respecto a D172N. Mientras esta tiltima mutacion incrementa la corriente de salida sin modificar las
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propiedades rectificadoras del canal, las mutaciones M301K y E299V aumentan la corriente por
disminuir la rectificacion del canal (Hattori y cols., 2012; Deo y cols., 2013). Es decir, un
mecanismo similar al producido por la flecainida, la propafenona, y otros farmacos con una
estructura similar a la del farmacéforo de los farmacos capaces de unirse a la Cys311. Por eso, se ha
propuesto que todos estos farmacos tienen un potencial proarritmico importante que deberia
evaluarse (Caballero y cols., 2010a; Gomez y cols., 2014). Es mas, la capacidad de aumentar la Ix;
como consecuencia de la disminucion de la rectificacion seria responsable del alto potencial

proarritmico ventricular de farmacos como la flecainida y la propafenona.

e FA familiar

Estudios previos en pacientes con FA ya habian relacionado esta enfermedad con mutaciones en
los genes KCNQI1 (Chen y cols., 2003b) y KCNE2 (Yang y cols., 2004). Xia y cols. (2005)
identificaron una mutacion relacionada con la FA familiar en el gen KCNJ2. En este caso, la
sustitucion de una valina por una isoleucina en la posicion 93 (p.V93I) produce un aumento de la
Ik por un mecanismo no identificado por los autores (Xia y cols., 2005). Lo que no se ha explicado

es el porqué estos pacientes no presentaban arritmias a nivel ventricular y un intervalo QT breve.

e Taquicardia ventricular polimoérfica inducida por catecolaminas (TVPC)

La TVPC es una arritmia hereditaria en la que los pacientes presentan arritmias ventriculares y
muerte subita asociadas al ejercicio fisico y a la estimulacion adrenérgica (Leenhardt y cols., 1995;
Tester y cols., 2006). Se han descrito varios tipos de TVPC asociados con problemas en el manejo
del Ca*" en los que estan implicados los canales RyR (TVPC tipo 1) (Priori y cols., 2002) o la
calsecuestrina (TVPC tipo 2) (Postma y cols., 2002). En un estudio genético realizado en una
cohorte de 541 pacientes con TVPC, se identificaron cuatro mutaciones en el gen KCNJ2 (R67Q,
T75M, R85W y T305A) que producian la pérdida de funcion de los canales Kir2.1. En el momento
actual se desconoce que relacion presentan los aminodcidos mutados con los efectos de la
estimulacion adrenérgica del canal Kir2.1 (Eckhardt y cols., 2007). El ECG de los pacientes con
estas mutaciones presentaba ondas U prominentes, actividad ectopica ventricular y rachas de
taquicardia ventricular polimoérfica. Sin embargo, no sufrian alteraciones musculares esqueléticas
(Eckhardt y cols., 2007) o dismorficas similares a las que presentan los pacientes con SAT. Cuando
los mutantes se expresaban en sistemas heterdlogos, la amplitud de la corriente disminuia un 95%
con respecto a la generada por canales WT. Més aun, los canales R67Q y T75M producian efecto

dominante negativo cuando se coexpresaban con los canales WT.
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4. CANALES DE Na*

Los canales de Na" dependientes de voltaje son proteinas TM fundamentales en la génesis y
propagacion de la sefial eléctrica en tejidos excitables como el corazon, el misculo esquelético o el
sistema nervioso (Hodgkin y Huxley, 1952a y 1952b; Catterall, 2000; Yu y Catterall, 2003; George,
2005). Como se ha mencionado la Iy, cardiaca es responsable de la despolarizacion (fase 0) de los
PAs Na'-dependientes y, por tanto, de la excitabilidad y la velocidad de conduccion cardiacas.
Ademas, participa en el control de la fase de meseta (fase 2) y, por tanto, de la DPA y de la

refractariedad cardiacas (Brown y cols., 1981; Fozzard y cols., 1985).

4.1. Estructura de los canales de Na*

Los canales de Na' dependientes de voltaje estdn compuestos por una subunidad conductora a
(de la que se han caracterizado 9 isoformas) y una o varias subunidades accesorias B (B; a Pa)

(Figura I1.22 y Tabla I1.5) (Catterall, 2000; Goldin, 2002; Catterall y cols., 2005a; Catterall, 2012).

e Subunidad o
Las subunidades o. de los canales de Na" pertenecen a una pequefia familia de proteinas con una

secuencia de aminodcidos altamente conservada que se expresan en diferentes tejidos y cuyas

propiedades no son idénticas (Goldin, 2002).

Subunidad a Subunidad p

Gen Proteina Cromosoma Tejido Gen Proteina Cromosoma Tejido
SCNIA Navl.1* (o) 2q24 SNC SCN1B  Navf1.1* (B)) 19ql1 SNC
SCN24 Navl.2 (ay) 2q23 SNC SCN2B  Navp2.1* (B,) 11924 SNC
SCN34 Nav1.3* (a3) 2q24 SNC SCN3B  Navp3.1* (B;) 11926 SNC
SCN4A4 Nav1.4* (0y4) 17921 ME SCN4B Navp4.1 (Bs) 11924 SNC
SCN5A Nav1.5* (as) 3p21 MC
SCN8A Navl1.6* (og) 2ql3 SNC
SCNY4 Navl.7 2q24 T
SCN104 Navl.8* 3p22 SNP
SCN1IA4 Navl.9 3p21 SNC

Tabla IL.5. Subunidades que forman el canal de Na" dependiente de voltaje en el hombre. *Subunidades que se
expresan en el corazon, siendo Navl.5 la isoforma predominante en el corazon. MC: Musculo cardiaco. ME: Musculo
esquelético. SNC: Sistema nervioso central. SNP: Sistema nervioso periférico. T: Tiroides. [Adaptada de Nerbonne y
Kass, 2005]

El gen SCN54 localizado en el cromosoma 3p21 codifica la subunidad o0 Nav1.5, responsable de la
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In, cardiaca. Esta subunidad, de unos 227 kDa de peso molecular, estd formada por 4 dominios
homologos (DI a DIV), con 6 segmentos TM dispuestos en a-hélice cada uno (S1 a S6). ). Los
dominios se conectan entre si mediante tres secuencias hidrofilicas no conservadas, denominadas
“interdomain linker loops” (ID 1, 11, y III). El lazo que une los segmentos S5 y S6, denominado
“lazo P”, es extracelular, determina la selectividad i6nica y forma parte del poro (Poet y cols.,
2001). Los extremos amino- y carboxilo-terminal (N- y C-terminal, respectivamente) y los lazos de
unidn entre los diferentes dominios son intracelulares (Catterall, 2000; Goldin, 2002; Yu y Catterall,
2003; George, 2005) (Figura 11.22). Se ha descrito que la subunidad Nav1.5 no es la inica isoforma
cuyo ARNm se expresa en el corazon (Nerbonne y Kass, 2005), e incluso algunas como Navl.4 y
Nav1.8 parecen estar implicadas en la regulacion de la Iy, cardiaca (Hu y cols., 2014; Bissay y cols.,

2016).

a

e

Filtro de Filtro de 3 Filtro de Filtro de
. /’ selectividad /"selectividad /" selectividad / selectividad

I TR I ( ECCECRRARURD )

LR A L QUGN

Sensor Sensor s Sensor
Inactivacion
de de e de
voltaje voltaje voltaje voltaje

Figura 11.22. Estructura del canal de Na'. Esquema de las subunidades a y B del canal de Na'. En la subunidad a, se
indica el sensor de voltaje, el filtro de selectividad y los diferentes dominios (DI a DIV). [Adaptada de George, 2005].

Por lo que respecta a la estructura terciaria, clasicamente, se ha considerado que los S5 y los S6,
junto a los lazos P, estarian orientados hacia el interior, formando las paredes del poro. La mayor
parte de los residuos que forman los S5 y S6 de los 4 dominios son hidréfobos. Por su parte, los S4
presentan un residuo cargado (arginina o lisina) cada tres aminoécidos, formando una hélice de
cargas positivas en la membrana. En total, hay 22 aminoacidos cargados positivamente (cuatro
cargas positivas en el DI, cinco en los DIl y DIII y ocho en el DIV) que aparecen conservados en
todas las isoformas del canal de Na" y que actiian como “sensor de voltaje” (Stithmer y cols., 1989).
Los modelos estructurales consideran que los S4 se encuentran rodeados por el resto de los
segmentos TM. La teoria mas aceptada acerca del movimiento 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
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despolarizacioén, exponiendo al exterior dos cargas positivas que se encontraban previamente

“enterradas” en el interior de la membrana (Yang y cols., 1996; Bezanilla, 2000 y 2002).

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

cols., 1992).

La region C-terminal intracelular del canal Navl.5 (los 243 ultimos aminoacidos) contiene
varios dominios importantes de interaccion con proteinas, de los cuales los mejor caracterizados son
el dominio IQ de unién a calmodulina (CaM), un dominio PY y un dominio de unién a PDZ (Shy y
cols., 2013).

Los PDZ (ver apartado 5.6 para mas detalle) son dominios conservados, identificados en
numerosas proteinas cuya funcion es generalmente de anclaje y estabilizacién en membrana. El
canal Navl.5 tiene definidos un dominios de unién a PDZ: en el C-terminal (SIV) fundamental
entre otros para la union del canal a sintrofina.

Varios canales ionicos se regulan mediante ubiquitinaciéon, una modificacion postraduccional

que produce la degradacion o reciclaje de las proteinas diana. Proteinas con una secuencia consenso
[L/P]PxY (conocido como dominio PY) se unen especificamente a proteinas de la familia Nedd4.
Dicho dominio esta en el C-terminal de casi todos los canales de sodio dependientes de voltaje,
menos en Navl.4, Navl.9 y Nax (Shy y cols., 2013).
El dominio IQ con la secuencia consenso IQxxxRxxxxR presente en el dominio C-terminal del
canal Nav1.5 es un dominio de unién a CaM. La CaM (ver apartado 4.3) es una proteina acidica con
cuatro sitios de union al Ca*" de alta afinidad. Aunque se ha demostrado la interaccion directa de
CaM con el dominio IQ de Navl.5, las consecuencias de esta interaccion muestran resultados
contradictorios (aumento o disminucion de la corriente, modulacion de la inactivacion) (Deschennes
y cols., 2002; Tan y cols., 2002). Estas inconsistencias pueden deberse al uso de distintas especies,
sistemas de expresion o protocolos usados.

Por otro lado, el lazo DI-DII del canal tiene una regidon que contiene numerosos sitios de

fosforilacion.

79



Introduccion

¢ Subunidades auxiliares

A pesar de que el canal se compone de las subunidades o y B, la subunidad o puede per se
generar una corriente de sodio. La estequimometria y tipo de subunidades que forman los canales
cardiacos de Na' in vivo se conocen parcialmente. En mamiferos se han identificado 4 isoformas (B,
a B4) de las subunidades reguladoras del canal de Na" (Tabla I1.5) (Morgan y cols., 2000; Malhotra
y cols., 2001; Goldin, 2002; Yu y cols., 2003). Dichas subunidades § son proteinas con un tnico
dominio TM, un extremo N-terminal extracelular y un extremo C-terminal intracelular que
presentan una secuencia tipo inmunoglobulina (Ig) que las diferencia del resto de subunidades
accesorias (Isom y Catterall, 1996). Estas subunidades no forman parte del poro conductor del
canal.

Todas las isoformas identificadas se encuentran en el SNC, pero sdlo algunas de ellas se han
encontrado en el corazéon (Tabla I1.5) Se ha propuesto que el motivo Ig puede participar en la
modulacion del gating del canal (Chen y Cannon, 1995; Makita y cols., 1996; McCormick y cols.,
1998 y 1999). Ademas las subunidades B1 regulan la expresion en la membrana, la localizacion y la
unidn con otras moléculas de la matriz extracelular y del citoesqueleto de la subunidad a (Isom y
Catterall, 1996). Mas aun, la subunidad Navpl.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). Sea como sea, la importancia de estas subunidades queda recalcada en
distintas patologias relacionadas con alteraciones en la Iy, asociadas a mutaciones en estas proteinas
auxiliares (Amin y cols, 2010). Por ejemplo, hay mutaciones en las subunidades B1, B2 y B3
asociadas a sindromes arritmogénicos como el sindrome de Brugada (SBr) (Watanabe y cols., 2008;
Riurd y cols., 2013; Hu y cols., 2009) y mutaciones en la subunidad 34 asociadas a sindrome de QT
largo (SQTL) tipo 10 (Medeiros-Domingo y cols., 2007). Por tltimo, la subunidad B1 parece jugar
un papel fundamental en las interacciones entre subunidades o al ser totalmente necesaria para
producir el efecto dominante negativo (EDN) de un mutante del canal Navl.5 asociado a SBr

(Mercier y cols., 2012).

4.2. Caracteristicas de la Iy,

El canal de Na' presenta, al menos, tres estados conformacionales: reposo, activo e inactivo
(Figura I11.23). Se denomina “gating” de un canal a las transiciones tiempo-dependientes entre los
estados conformacionales del canal debido a los cambios en el potencial de membrana (“voltage-

dependent gating™).
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Canales de Na* dependientes de voltaje
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Figura 11.23. Modelo cinético del gating del canal de Na*. Modelo cinético sencillo donde tinicamente aparecen tres
estados para el canal de Na': abierto, inactivo y cerrado. [Adaptada de Lehmann-Horn y Jurkat-Rott, 1999].

Durante la diéstole, cuando el potencial eléctrico TM esté alrededor de los -85 mV, el canal de
sodio se encuentra en estado de reposo y la probabilidad de que se abra es extremadamente baja. La
despolarizacién de la membrana produce un cambio conformacional en la estructura del canal (en la
region S4) que causa su apertura durante 1-2 ms, generandose una corriente rapida de entrada de
Na', que, por su parte, origina la rapida despolarizacion de la membrana durante la fase 0 del PA
(Hirschberg y cols., 1995; Yang y Horn, 1995) (Figura I1.23 y I1.25A y B). La In, alcanza un pico
maximo en 0.5-1 ms, y, a continuacion, se inactiva de forma répida lo que produce el cese de la
entrada de Na™ (Catterall, 2000; Yu y Catterall, 2003) (Figura I1.23 y I1.24).

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 1952b; Armstrong, 1981). La inactivacidon no sélo cierra
el canal, sino que impide la reapertura del mismo hasta que haya pasado el tiempo suficiente para su
recuperacion (reactivacion, ver mas adelante), determinando asi la frecuencia maxima de excitacion

celular y preservando el gradiente i6nico intracelular, lo que impide la muerte celular.
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Figura I1.24. Caracteristicas de la Iy, cardiaca. (A) Trazos de Iy, registrados en nuestro laboratorio de miocitos
auriculares humanos tras la aplicacion de pulsos de 50 ms a potenciales entre -100 y +30 mV desde un potencial de
fijacion de -120 mV con una concentracién de Na' en la solucién externa de 5 mM. (B) Iy, registrada en nuestro
laboratorio en células CHO transfectadas con las subunidades o Nav1.5 y B1 tras la aplicacion de pulsos de 50 ms a
potenciales entre -80 y +50 mV desde un potencial de fijacion de -120 mV con una concentracion de Na* en la solucién
externa de 136 mM.

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). En
ocasiones, los canales de Na pueden transitar directamente desde el estado abierto al estado

cerrado; a este proceso se le denomina “deactivacion del canal” (Figura 11.23) (Horn y cols., 1981).

Se ha propuesto que la inactivacion répida del canal de Na' se produce por el mecanismo
denominado de “bola y cadena” seglin el cual la compuerta de activacion del canal se abre y la
“bola” inicia un movimiento que permite su unién con la boca citoplasmatica del canal a la que
ocluye, impidiendo la entrada de Na' (Armstrong y Bezanilla, 1977). Se ha demostrado la “bola”
que se balancea y ocluye la boca citoplasmatica del canal estd formada por tres residuos
hidrofébicos presentes en el lazo DIII-DIV, la “secuencia [FM”, muy conservada entre especies y
entre subtipos del canal (Ile1488, Phel489 y Met1490) (Eaholtz y cols., 1994). De hecho, la
deleccion de dichos residuos abole la inactivacion rapida del canal (Bennett y cols., 1995;

Kellenberg y cols., 1996). También se han identificado los residuos del segmento S6 o en el lazo
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S4-S5 del DIV de la boca citoplasmatica que actuan de receptor de la “bola”. Ademas, el extremo
C-terminal participa en la estabilizacion de la inactivacion rapida, 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 del PA (Clarkson y cols., 1984;
Carmeliet, 1987; Fozzard y cols., 1987; Balser, 2001). La inactivacion lenta disminuye al aumentar
la [Na']. (Oxford y Yeh, 1985) y parece estar regulado por un complicado mecanismo en el que

estan involucrados los cuatro dominios del canal (O’Reilly y cols., 1999; Vilin y cols., 1999).

El paso desde el estado inactivo hasta el estado de reposo se denomina “reactivacion del canal”
y €s un proceso necesario para que éste pueda volver a abrirse (Figura I11.23). En situaciones
fisioldgicas, esta transicion tiene lugar durante los primeros 50-100 ms de la diastole por lo que,
considerando que en ritmo sinusal (RS) el intervalo diastélico es de entre 500 y 700 ms, cuando
llega el siguiente latido la mayoria de los canales ya estan en fase de reposo y, por lo tanto,

preparados para volver a abrirse (Catterall, 2000; Yu y Catterall, 2003).

Por ultimo, una minima fraccion de canales de sodio puede permanecer abierta y no inactivarse
completamente. Esta fraccion de corriente de sodio ha sido denominada y estudiada como Inar
(corriente tardia de sodio, persistente o /ate) y se ha demostrado que un incremento de esta corriente
es arritmogénica, pues lleva a la prolongacion de la fase 2 del PA (Makielski y Farley, 2006;
Makielski, 2009), pudiendo dar lugar a un SQTL (Figura [1.25B y C, 11.28 y I1.29A, B y C).

Ademas, algunos canales pueden reactivarse durante la fase de repolarizacion del PA en un
rango de potenciales en el que la inactivacion no es completa y se solapa con la activacion. Se
denomina window current por ese rango (“window”) de potenciales en el que se produce el pequeiio
grado de solapamiento entre las curvas de activacion y de inactivacion. Por lo tanto, en dicho rango
de potenciales hay una fraccion de canales de sodio que estan activos y no inactivos, donde los
parametros de la activacion en el estado estacionario y la inactivacion no llegan a ser cero (Attwell

y cols., 1979) (Figura I1.25B y C).
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Figura 11.25. El canal Navl.5 genera la Iy, durante el potencial de acciéon cardiaco. (A) Potencial de accion
ventricular en funcion del tiempo y (B) la /Iy, correspondiente en funcion del tiempo. La “window current” esta sefialada
en verde. (C) Porcentaje de canales disponibles (azul) y activados (rojo) en function del potencial de membrane. La
“window current” (indicada en verde) se genera a potenciales en los cuales la activacion e inactivacion se solapan.
[Adaptada de Veerman y cols., 2015]

4.3. Regulacion de los canales Nav1.5 por proteinas y modificaciones post-traduccionales

Dada la importancia de los canales de sodio dependientes de voltaje en la generacion del PA
cardiaco la regulacion del canal por proteinas accesorias tiene una importancia critica. Los canales
i6nicos cardiacos existen no simplemente como unidades que forman un poro sino como parte de un
complejo multiproteico amplio, diverso y dindmico denominado canalosoma (ver apartado 5)
(Figura I11.26). Recientemente, las mutaciones en las proteinas y enzimas accesorias que forman
parte de los canalosomas se empiezan a asociar a sindromes arritmogénicos hereditarios. En estos
casos, los canales i0nicos estan estructuralmente intactos pero tienen la funcion alterada y/o
expresion alterada, lo que pone la importancia de las funciones bioldgicas de estas
macroestructuras. Las proteinas accesorias estdn implicadas en el trafico, la regulacion de la
actividad del canal, su correcta localizacion celular o/y en su degradacion. En cada uno de estos
procesos parece que los canales interactuan con varias de estas proteinas accesorias que pueden
variar segin de cual se trate. De hecho, varios estudios recientes sugieren que el canal Navl.5
forma parte de varios complejos multiproteicos localizados en distintas regiones celulares. A dia de

hoy se conocen mas de 20 proteinas que interaccionan directamente con el canal Navl.5 desde su
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biosintesis hasta su degradacion, sin contar las que interaccionan de manera indirecta. A

continuacion se describen las proteinas accesorias mas importantes (Figura I1.26).

CaMKIld,
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Figura 11.26. Topografia del canal Navl.5 y las proteinas que interaccionan con el mismo con su sitio de unién.
Las proteinas con punto de interrogacion tienen un sitio de unién desconocido. CAR es el receptor del adenovirus y
coxsackievirus. Solo se representa 1 de las 4 unidades  (en rojo). SIV representa el dominio de unién a PDZ.
(Recuadro rojo). Esquema de la region C-terminal del canal Navl1.5 y proteinas que interaccionan con la misma. Se ha
propuesto que la parte proximal (region estructurada) tiene seis o hélices (partes en gris HI-H5 y el dominio 1Q)
(Cormier et al. 2002). La parte distal no parece estar estructurada. Se han descrito cuatro regiones implicadas en
interaccion con proteinas. El N-terminal de FH1FB interacciona con la parte proximal del dominio C-terminal. La CaM,
Nedd4, y sintrofina (a su vez unida a la distrofina) se unen a regiones especificadas en el esquema [Adaptadas de Abriel
y Kass ,2005 y Abriel y cols., 2015].

e Proteinas con dominio PDZ (apartado detallado en parte 5.6)

Sintrofinas
La sintrofina es la responsable de la union de los canales Nav1l.5 a la membrana lateral de los
cardiomiocitos. De hecho, los canales que se encuentran en dicha localizacion del miocito cardiaco

forman una poblacién especifica encargada de la conduccion lateral del impulso cardiaco.
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Distrofinas
Esta proteina, que forma parte del complejo asociado a distrofina (DAPC), juega un papel
estructural muy importante ya que enlaza el citoesqueleto con la matriz extracelular al unir su N-

terminal a la actina y su C-terminal al complejo glicoproteico del sarcolema (Ehmsen y cols., 2002).

Proteinas MAGUK (SAP97 y CASK)

SAP97 es una proteina que presenta un dominio andlogo a la guanilato kinasa (GUK) por lo
cual pertenece a la familia MAGUK (membrane-associated guanilate kinase). SAP97 se expresa de
forma abundante en el miocardio, especialmente a nivel de los discos intercalares y tibulos T donde
interacciona con Nav1.5 (Petitprez y cols., 2011; Abriel y cols., 2015).

Otra proteina de la familia MAGUK que interacciona directamente con el C-terminal del canal

Navl.5 es CASK (CAlcium/CAlmodulin-dependent Serine Kinase).

e Anquirinas

Las anquirinas son una familia de proteinas adaptadoras intracelulares que organizan,
transportan y anclan proteinas de membrana al citoesqueleto de actina/espectrina, creando de esta
manera microdominios dentro de las membranas con distintas propiedades funcionales (Mohler y

cols., 2004; Cunha y Mohler, 2006).

e Proteinas desmosomales
La placofilina-2 (PKP2) es un componente esencial de los desmosomas cardiacos y se encuentra

asociado a Navl.5 en los discos intercalares, en un complejo junto a anquirina G y la conexina 43

(Cx43) (Sato y cols., 2011).

e Caveolina-3
La caveolina-3 (Cav3) es la isoforma predominante en el corazon y sirve tanto de proteina de

anclaje a las caveolas como de regulacion para sefializacion.

e Proteinas Cinasas y Fosfatasas

El canal Navl.5 posee secuencias consenso de unidn a la proteina cinasa A (PKA), la proteina
cinasa C (PKC) y la Calcio-Calmodulina Cinasa II (CamKII).

Los efectos de la PKA sobre la I, son objeto de debate, algunos estudios describen una
inhibicion de la corriente, mientras otros un aumento de la misma, quizas debido a diferencias

metodoldgicas (Sunami y cols., 1991; Zhou y cols., 2002, respectivamente). Lo que si parece es que
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la PKA fosforila las serinas S525 y S528 del canal Navl.5 (Zhouy cols., 2002). El lazo
citoplasmatico entre los DI y II del canal Navl1.5 contiene varias sefiales de retencion en el reticulo
endoplasmico (RE) del tipo RXR (donde un residuo cualquiera X estd flanqueado por dos argininas
R) (479RKR481, 533RRR535 y 659RQR661), siendo el dominio mas importante para la retencion
el 533RRR535. La PKA al fosforilar los residuos S525 y S528, enmascara este dominio de
retencion, permitiendo un aumento en la salida del RE hacia membrana de canales, produciendo un
incremento de la Ix, (Zhou y cols., 2002).

La PKC fosforila la S1503 de Navl1.5, disminuyendo la probabilidad de apertura del canal por
estabilizarlo en el estado inactivo inhibiendo la Iy, (Tateyama y cols., 2003; Scheuer, 2011).

Hay pocos estudios respecto a los efectos de la fosforilacion de tirosinas. Dos proteinas de la
familia Src, la cinasa Fyn y la fosfatasa PTPH]1, fosforilan y desfosforilan respectivamente a Nav1.5
modulando principalmente las caracteristicas de la inactivacion del canal. La tirosina fosforilada por
Fyn es la Y1495 (situada en el lazo citoplasmatico entre los DIII y IV del canal) y la diana de la
PTPHI1 parece ser el dominio de uniéon a PDZ (C-terminal) (Rook y cols., 2012).

Respecto a la CamKIlI, los resultados son contradictorios, pudiendo achacar la disparidad a
diferencias entre especies, sistemas de expresion, procedimientos electrofisioldgicos, o isoformas de
las proteinas utilizadas en los diferentes trabajos. Cabe la posibilidad, sin embargo, de que reflejen
la existencia de mas de un mecanismo regulatorio dependiente de calcio para el canal Navl.5. Sin
embargo, la combinacion de los resultados definen claramente al Ca2+, a la CaM, y a la CaMKII
como reguladores de Nav1.5 (Rook y cols., 2012). Hace menos de un afio se publicé un mapa de la
fosforilacion de residuos de Navl.5 por CaMKII en células HEK293, demostrando que esta cinasa
es capaz de fosforilar in vitro diversas serinas y treoninas principalmente situadas en el extremo N-
terminal, en el primer lazo intracelular y en el extremo C-terminal del canal Navl.5 humano

(Herren y cols., 2015).

e Ubiquitinacion

La ubiquitinacion estd relacionada con la internalizaciéon de proteinas de membrana. Las
enzimas de la familia Nedd4 son las encargadas de incorporar una o mas moléculas de ubiquitina a
las proteinas a las que se unen. Como ya hemos comentado, en concreto es el dominio PY del canal
Navl.5 en el C-terminal el que interacciona con el cuarto dominio rico en triptoéfanos (WW) de la
enzima Nedd4-2 (Figura 11.26) (Henry y cols., 2003; Rougier y cols., 2005). Estudios utilizando
brefeldina A (BFA), compuesto que inhibe el trafico del RE al Golgi, y coexpresando Nedd4-2
demostraron una disminucion de la Iy, debido a un aumento en la internalizacion del canal (Rougier

y cols., 2005). La proteina chaperona aB-Cristalina también estd implicada en la ubiquitinacion e
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internalizacion del canal Navl.5, mediante interaccion directa tanto con el canal como con la
enzima Nedd4-2 funcionalmente activa (Huang y cols., 2016). La via de degradacion de proteinas
ubiquitinadas es el proteosoma. Se ha descrito que la inhibicion del proteosoma mediante MG132
(MG132 inhibe la ubiquitinacion) recupera el contenido de proteina Navl.5 y la amplitud de la Ix,
en miocitos de ratones deficientes en distrofina mientras que no las modifica en los ratones WT
(Rougier y cols., 2013). Estos resultados sugieren que el proteosoma contribuye especificamente a

la degradacion de canales Navl1.5 en ausencia de distrofina.

e Glicosilacion

Si bien la isoforma cardiaca estd mucho menos glicosilada que las isoformas neuronales (13
kDa de carbohidratos en Navl.5 vs 50-60 kDa en las neuronales) (Cohen y Levitt, 1993), parece
que el canal en las auriculas esta mas glicosilado que en los ventriculos, lo que sugiere que hay un

proceso de maduracion camara-especifico (Arakel y cols., 2014). Ademds un estudio reciente
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Figura I1.27. Modelo hipotético de la maduracion y triafico de canales Navl.5 nativos (segun Mercier y cols.,
2015). (A) Después de su sintesis los canales Nav1.5 se localizan en el interior del RE donde se completa el primer paso
de la N-glicosilacion (a), generando canales Navl.5 (azul) de bajo peso molecular (LMW, low molecular weight).
Después, los canales de LMW glicosilados son transportados al aparato de Golgi (b) donde se afiaden o modifican los
N-glicanos (c), este proceso de glicosilacion final confiere resistencia a la digestion por Endo-H y generan los canales
maduros de alto peso molecular (HMW, high molecular weight). Por ultimo, los canales trafican a membrana donde son
funcionales (d), los canales Nav1.5 pueden tener multiples destinos dependiendo del contexto de la expresion. Por otro
lado, los canales Navl.5, después de alcanzar el estado glicosilado inmaduro en el RE, podrian utilizar una ruta de
trafico alternativa insensible a BFA, por lo que estarian en membrana en su formas LMW (e). (B) Imagen de western
blot donde se aprecian las dos bandas de glicosilacion del canal Nav1.5. La flecha superior verde marca la forma HMW
y la flecha inferior morada marca la forma LMW [Adaptado de Mercier y cols., 2015].
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sugiere que los canales Nav1.5 se expresan en la membrana plasmatica de los miocitos cardiacos en
dos formas maduras distintas, una forma totalmente glicosilada y funcional que alcanzaria la
membrana por la ruta de maduracion tradicional (RE-Golgi-membrana) y otra forma parcialmente
glicosilada (no funcional o parcialmente funcional) que alcanzaria la membrana mediante una ruta

no convencional independiente de Golgi (Mercier y cols., 2015) (Figura I1.27).

Una posible explicacion para tal fendmeno seria que la N-glicosilacion temprana (en RE) seria
suficiente para el trafico hacia la superficie celular de los canales Navl.5, aunque la adicion de mas
N-glicanos y modificaciones postraduccionales en el aparato de Golgi (presumiblemente en el

trans) serian requeridas para la funcionalidad del canal.

¢ Proteina 14-3-3

Los miembros de la familia 14-3-3 son proteinas adaptadoras citosélicas diméricas (Morrison,
2009). Entre otras muchas funciones, estas proteinas se unen y regulan el trafico de varias proteinas
de membrana (Mrowiek y Schwappach, 2006). Mediante experimentos de coinmunoprecipitacion
se demostrd que 14-3-31 interacciona con la parte N-terminal del lazo citoplasmatico entre los DI y
DII del canal Nav1.5 (Allouis y cols., 2006), lo que sugeria que esta proteina podria enmascarar las
secuencias de retencion en el reticulo RXR presentes en dicho lazo (ver proteinas cinasas y fosfatas
de este mismo apartado) y permitir su trafico hacia la membrana. Sin embargo al coexpresar Nav1.5
y 14-3-3n en células COS (“CV-1 in Origin with SV40 genes”’) no se observo ninguna influencia de
la proteina adaptadora en la densidad de la In,, lo que sugeria que esta proteina no estaba
modificando el trafico del canal. Sin embargo, la coexpresion con 14-3-3 desplazaba la curva de
inactivacion de Navl.5 hacia potenciales mas negativos y retrasaba la reactivacion, poniendo de
manifiesto que las 14-3-3 son capaces de modificar las propiedades biofisicas del canal (Allouis y
cols., 2006). Ademas, se vio que 14-3-3 y Navl.5 colocalizaban especificamente en los discos

intercalares de miocitos (Allouis y cols., 2006).

e Factores de crecimiento de fibroblastos (FGFs)

Algunos factores de crecimiento de fibroblastos como el FGF12, FGF13 o FGF14 se unen al C-
terminal de Navl.5 modulando las propiedades del canal. Por ejemplo, la coexpresion de FGF12
(también denominado FHF1B) con el canal Nav1.5 en células HEK293 produce un desplazamiento
significativo hacia potenciales mas negativos de la curva de inactivacion del canal (Liu y cols.,
2003). Se ha descubierto que determinados pacientes con SBr poseen una mutacion con pérdida de

funcion en FGF12 (p.Q7R). La proteina mutada reduce el pico de /v, lo que podria explicar el SBr
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en los pacientes con dicha mutacion, y afiadiria un gen mas a la lista de genes susceptibles de
generar SBr (Hennesey y cols., 2013). Por otro lado, la coexpresion de FGF14 con Navl.5 en
células HEK293 produce una disminucion del pico de In, y un desplazamiento de la curva de
inactivacion (Lou y cols., 2005). Ademas, se ha demostrado que el silenciamiento de FGF13 en
miocitos ventriculares de raton produce una disminucion en la densidad de la Iy, y una menor

velocidad de conduccion en monocapas de miocitos (Wang y cols., 2011).

e MOG1 (Multicopy suppresor of gsp-1)

MOGI!1 regula el trafico nuclear proteico (Baker y cols., 2001). MOGI y Navl.5
coinmunoprecipitan y colocalizan en los discos intercalares, produciéndose la unién de ambas
proteinas a través del lazo intracelular entre los DII y III del canal Nav1l.5 (Wu y cols., 2008). Se
conocen mutaciones en RANGRF, gen que codifica para MOG1, asociadas a SBr, como la p.E83D,
que produce una inhibicion de la Iy, debido al trafico deficiente del canal hacia la membrana
plasmatica (Kattygnarath y cols., 2011). Se ha demostrado que la inhibicion de MOGI reduce la
expresion en la membrana de Navl.5, reduciendo la In,. Por el contrario, la sobreexpresion de esta
proteina es capaz de “rescatar” el trafico deficiente de varios mutantes de Nav1.5 asociados a SBr
(Kattygnarath y cols., 2011; Chakrabarti y cols., 2013), lo cual posiciona a esta proteina como

posible diana para el tratamiento de determinados pacientes con SBr.

e Proteina similar a Deshidrogenasa Glicerol-3-Fosfato (GPD1-L)

La GPDI-L interacciona con el canal Navl.5 aunque se desconocen los determinantes
moleculares de tal interaccion (Valdivia y cols., 2009). Diversas mutaciones de pérdida de funcion
en el gen que codifica para esta proteina se han asociado a SBr y a muerte subita del recién nacido,
pues conllevan una disminucién significativa de la Iy, (London y cols., 2007; Van Norstrand y
cols., 2007). Se ha propuesto que dicha disminucién podria ser debida a que la pérdida de funcion
de la GPD1-L mutante llevaria a un aumento de la fosforilacion de Nav1.5 dependiente de PKC (en

particular del residuo S1503) (Valdivia y cols., 2009).

e Regulacion por micro ARNs
Los micro ARNs (miRNAs) son pequefias moléculas de ARN de unos 22 nucledtidos de
longitud que regulan la expresion del ARN mensajero (ARNm) complementario (Ambros, 2004;

Bartel, 2004). Estudios electrofisiologicos en células HL-1 demuestran la regulacion del canal de
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Na' cardiaco por diversos miRNAs a nivel post transcripcional; en concreto miR-219 aumenta la

expresion de Nav1.5 lo que conlleva un incremento de la Iy, (Daimi y cols., 2015).

e Dinamitina

La dinamitina forma parte del complejo multiproteico de la dinactina cuya funcion principal es
formar un brazo articulado al que se unen proteinas para ser transportadas por los microtubulos. La
dinactina tiene dos dominios estructurales: un dominio similar a actina, al que se unen las proteinas
para ser transportadas, conectado por la dinamitina a otro dominio que interacciona con los
microtubulos (Schroer, 2004; Berezuk y Schroer, 2007). Cuando se sobreexpresa la dinamitina, se
produce un desacoplamiento del complejo y se inhibe el transporte. Se ha demostrado que la
dinactina regula tanto el transporte anterdgrado, regulando las kinesinas (Deacon y cols., 2003;
Berezuk y Schroer, 2007), como el retrégrado via dineinas (Vallee y cols., 2004; Haghnia y cols.,
2007). La sobreexpresion de la dinamitina producen una disminucién de canales Navl.5 en
membrana indicando que cuando el trafico via dinactina esta inhibido, el trafico anterdgrado de los
canales Navl.5 se ve afectado (Chatin y cols., 2014). Ademas, la dinamitina se une a través de su
C-terminal al DI intracelular del canal Navl.5 y ambas colocalizan en los discos intercalares en

miocitos de raton (Chatin y cols., 2014).

r . + .
4.4. Canalopatias asociadas a los canales de Na' cardiacos

La importancia de los canales de Na“ se pone de manifiesto en la existencia de diferentes
enfermedades causadas por mutaciones (se conocen mas de 100) en los genes que los codifican,
entre las que se encuentran numerosas enfermedades que afectan a la funcidon nerviosa o a la
contraccion del musculo esquelético y/o cardiaco (Cannon y cols., 1991; Wallace y cols., 1998;
Moric y cols., 2003; George, 2005).

A nivel cardiaco, las mutaciones en el gen SCN54 se han relacionado con la aparicion de
arritmias [SQTL, SBr, FA] y/o con defectos en la conduccion intracardiaca y fenotipos mixtos
(Wang y cols., 1995; Chen y cols., 1998; Schott y cols., 1999; Wei y cols., 1999; Veldkamp y cols.,
2000; Tan y cols., 2001; Grant y cols., 2002; Darbar y cols., 2008; Wilde y Postema, 2015) (Tabla
I1.6). Las patologias asociadas a alteraciones, tanto de estructura como de funcidon, de canales
i6nicos se denominan canalopatias. La prevalencia de canalopatias cardiacas en la poblacion es
dificil de evaluar pero se estima que son responsables de aproximadamente la mitad de las muertes

subitas cardiacas (Behr y cols., 2008).
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(McNair y cols., 2011)

. ;e ;. Alteraciones Alteraciones en el
Patologia Caracteristicas clinicas
en In, ECG
Taquiarritmias ventriculares 1 disponibilidad
(TdP) del canal
SQTL Fibrilacion ventricular QT prolongado
Sincope Inactivacion
Paro cardiaco ralentizada
Fibrilacion ventricular Elevamo?\fcle?g;g;lw STen
SBr Muerte stbita cardiaca | INa, t duracién del PQ y QRS
(con un intervalo QT normal)
Bradicardia sinusal . . .
Bloqueo seno-auricular Ritmo cardiaco irregular o
Sindrome del seno enfermo Paro sinusal pausas > 2s .
. . | INa Alternancia del ritmo cardiaco
(SSE) Alteracion de la conduccion en
¢l nédulo SA y AV acelerado/lento
Taquiarritmias auriculares (taquicardia/bradicardia)
Bloqueo senoauricular Marcada prolongacion de la
Enfermedad progresiva del bloqueo AV, bloqueo (Izirrll(ini:l}lIacrlsilelrlllttsrgIl{kS) ls)11r{1
sistema de conduccion infrahisiano y bloqueo de rama | INa .
. L ) elevacion del segmento ST o
cardiaca (DCCP) derecha o izquierda intervalo ., .
oT prolongacion del intervalo
. QT
ECG variados
Onda P bifasica
Depresion del segmento ST
Defectos estructurales y y onda T invertida
Cardiomiopatia dilatada arritmias 10} INa Bloqueo de rama izquierda o

derecha
Desviacion del eje a la
izquierda
Bigeminismo ventricular

Tabla I1.6. Principales patologias cardiacasa asociadas a alteraciones en el gen SCN54. 1 aumento; |
disminucion; TdP, Torsade de Pointes; SA, senoauricular; AV, auricoventricular [Adaptado de Detta y cols., 2015].

Parte de la variabilidad clinica observada es el resultado directo de los efectos de las mutaciones

en las propiedades biofisicas y trafico del canal Nav1.5. Estos efectos se suelen dividir en ganancia

o pérdida de funcidn del canal (es decir, aumento o disminucion de la Iy,, respectivamente) (Figura

I1.28). La ganancia de funcion se puede deber a un aumento en la Iy, 1. (entrada persistente de Na"

en la fase de meseta del PA), a la inactivacion incompleta, o a un aumento de la corriente window

por un desplazamiento de la curva de inactivacién a potenciales mas despolarizados (Figura I1.28 D

y E). El aumento de Na" produce un aumento de la DPA y por tanto una prolongacion del intervalo

QT, dando lugar a la aparicion de SQTL tipo 3 (Figura I1.29C). Por el contrario, las mutaciones que

producen una pérdida de funcion del canal Nav1.5 disminuyen el pico de la I,, desplazan la curva

92



Introduccion

f

Corriente persistente de sodio

T Disminucidn del pico + Pico de corriente de sodio
de corriente de sodio

/Inactivacidn
daiiada

Reduccion de la
disponibilidad

sOpeAnoe Sajeued ap uglnael

Fraccion de canales inactivados

T
B0 40  -20
Potencial de membrana (mV)

@
=)
=
=
2
g
=
@
2
]
=
=
a
@
=
=
o
0
o
=
)
o

N
\

Window current

-100 -80 -60 -40 -20

Potencial de membrana (mV)

Incremento de la

0.8 disponibilidad

0.6 4

Reduccion de la
0.4 ~ disponibilidad

0.2 -

0

Fraccion de canales inactivados

| ||
-120 -100 80 60 -40 -20 420 -100 -80 -60 -40 -20
Potencial de membrana (mV) Potencial de membrana (mV)

SOpeANIE Sa[RURD 3P UDIDIEI

Fraccion de canales inactivados

Figura 11.28. Mecanismos que llevan a la reduccién del pico de Iy, (A) o al aumento de la Iv,; (D). Hay dos
mecanismos que conducen a la disminucion del pico de /y,: (B) el desplazamiento de la dependencia de voltaje de la
activacion hacia potenciales de membrana mas despolarizados o, (C) un desplazamiento hacia potenciales mas
negativos de la dependencia de voltaje de la curva de inactivacion. La disminucion del pico de corriente a un potencial
de membrana dado se debe a que hay menos canales de sodio disponibles. Ambos mecanismos han sido descritos para
mutaciones de SCN54 asociadas a SBr. Hay dos mecanismos que conducen al incremento de la /y,1: un fallo en la
inactivacion (por ejemplo, los canales no se inactivan completamente) (D) o un incremento en la “window current” (E)
debido a un desplazamiento de la inactivacion hacia potenciales mas despolarizados, incrementando dicha “window
current”’. [Adaptada de Wilde y Brugada, 2011].

de activacion a potenciales de membrana mas despolarizados, o producen una inactivacion del
canal mas rapida o a potenciales mas hiperpolarizados (Figura I1.28 A, B y C). Estas mutaciones
son responsables del SBr, el SSE, y el DCCP. Algunas mutaciones de SCN5A se asocian a la
fibrilacion auricular familiar o generan fenotipos mixtos (sindromes solapados). Estas ultimas

pueden producir simultdneamente un aumento en la /n, 1. y una reduccion del pico de la I, siendo
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por tanto ganancia y pérdida de funcién a la vez (Bezzina y cols., 1999). Los pacientes portadores
de mutaciones que dan lugar a sindromes solapados pueden presentar caracteristicas
electrocardiograficas tanto de SQTL tipo 3 con una prolongacion del intervalo QT como de SBr
con elevacion del segmento ST en las derivaciones V; a V3 simultdneamente. En otros casos lo que
ocurre es que diferentes miembros de la familia portadores de la mutacion presentan fenotipos
distintos. Este es el caso de la mutacion p.D1816V{sX7 identificada en una amplia familia
espafiola en la que los diversos portadores presentaban fenotipos que iban desde la fibrilacion

ventricular idiopatica, hasta la FA, los defectos de conduccion o el SBr (Dolz y cols., 2013).

e Sindrome de QT largo

El SQTL se caracteriza por una marcada prolongacion del intervalo QT del ECG consecuencia
de la prolongacion la DPA a nivel ventricular. Estas alteraciones de la repolarizacion que pueden
producir la aparicion de taquicardias ventriculares polimorficas, Torsades de Pointes (TdP),
fibrilacion ventricular (FV) y muerte subita (Figura I1.29) (Ackerman y Clapham, 1997).
Habitualmente, el SQTL presenta una herencia autosémica dominante (sindrome de Romano-
Ward), aunque también existe una variante autosomica recesiva (sindrome de Jervell y Lange-
Nielsen) (Ackerman, 2004).

El SQTL hereditario se divide en 15 tipos descritos hasta la fecha, cada uno relacionado con una
alteracion genética concreta (SQTL1 a SQTL15) (Schwartz, 2006; Amin y cols., 2013; Nakano y
Shimizu, 2016) (Tabla II.7). Se conocen mas de 250 mutaciones asociadas tanto a SCN54 como a
proteinas accesorias. El SQTL1, SQTL2 y SQTL3 son los tipos mas frecuentes, de los cuales, el
SQTL3 (10% de los casos) es el Unico asociado a mutaciones en el gen que codifica para la

subunidad cardiaca (SCN54) (Roberts, 2006).
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Figura I1.29. Actividad eléctrica cardiaca y SQTL asociado al incremento de Ix,1. (A) Prolongacion del intervalo
QT en un ECG de superficie. (B) Prolongacion de la DPA debido al aumento de la duracion de la fase 2. (C)
Incremento de la Iy, 1 (azul claro) que puede llevar asociado un SQTL 3, 9, 10 6 12. [Adaptadas de Amin y cols., 2013]
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Las mutaciones descritas hasta ahora responsables del SQTL3 (Wang y cols., 1995; Splawski y

cols., 2000; George, 2005; Napolitano y cols., 2006) producen una ganancia de funcion del canal de

+ . ., . . ., . . ., . . .,
Na o una modificacion del acoplamiento activacion-inactivacion de la inactivacion y/o de la

deactivacion del canal (Figura I1.28D y E). El resultado es un aumento de la Iy, durante la fase de

meseta del PA (Ina1) (Figura 11.29C) que, aunque es de amplitud muy pequeiia (=0.5-2% respecto a

la amplitud méxima de la /Iy,), es suficiente para producir la prolongacion de la DPA (Bennett y

cols., 1995; Dumaine y cols., 1996; Tamargo, 2000). Es frecuente que en estos pacientes las

arritmias se desdencadenen cuando estan descansando o durmiendo a diferencia de los SQTLI1 y 2

que se manifiestan en el ejercicio (especialmente nadar) o bajo estrés emocional respectivamente

(Schwartz, 2006).

SQTL Gen Proteina Corriente
Sindrome Romano—Ward
LQT1 KCNQI Kv7.1 I |
LQT2 KCNH?2 KV11.1 I |
LQT3 SCN5A Navl.5 It
LQT4 Anquirina-B Anquirina-B Na"/K" ATPasa
LQT5 KCNEI MinK I |
LQT6 KCNE2 MiRP1 I |
LQT7 KCNJ2 Kir2.1 Ig |
LQTS8 CACNAIC CaVl.2 Icor 1
LQT9 CAV3 Caveolina3 I, 1
LQT10 SCN4B Subunidad SCNp4 Ingt
LQTI11 AKAP-9 Yotiao I |
LQT12 SNTAI Sintrofina-al v, )
LQT13 KCNJS5 Kir3.4 Ixacn |
LQT14 CALM1I Calmodulinal Alteracion en la ruta de
LQT15 CALM2 Calmodulina2 seﬁal(i;allsiign ael
Sindrome Jervell y Lange—Nielsen
JLN1 KCNQI Kv7.1 I |
JLN2 KCNEI MinK I |

Tabla I1.7. Bases genéticas del SQTL. 1 aumento; | disminucion [Adaptada de Nakano y Shimizu, 2016]
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Ademas, se han descrito mutaciones en genes distintos al SCN54 que también tienen como
consecuencia un aumento de la Ivop y que se han relacionado con el SQTL. Estas mutaciones
afectan a los genes que codifican proteinas accesorias del canal Navl.5 como la caveolina 3
(SQTLY) (Vatta y cols., 2006), la subunidad auxiliar Nav34 (SQTL10) (Medeiros-Domingo y cols.,
2007) y la al-sintrofina (SQTL12) (Ueda y cols., 2008; Wu y cols., 2008).

Por ultimo, se ha identificado un polimorfismo (p.S1102Y) que aparece con mayor prevalencia
en la poblacion afroamericana asociado con un aumento de la densidad de la Iy,p tras la
administracion de diferentes farmacos (Splawski y cols., 2002). Esta prolongacion del intervalo QT
producida por la administracion de farmacos se denomina “SQTL adquirido™.

El tratamiento farmacologico depende del tipo de SQTL del paciente. La mexiletina es
especialmente efectiva en pacientes con mutaciones en SCN54 que dan lugar a canales con la
inactivacion retrasada (Ruan y cols., 2007; Mazzanti y cols., 2016), aunque a altas dosis, es
proarritmica. Los beta-bloqueantes son los farmacos de eleccion para el tratamiento del SQTL1 y 2,
pero en el tipo 3 son menos efectivos (Schwartz y cols., 2001; Bankston y Kass, 2010). La
ranolazina ha demostrado ser efectiva tanto para el SQTL3 como para la FA ya que disminuye el
pico maximo de la Iy, pero en particular, inhibe la Iy, en miocitos auriculares (Antzelevitch y
cols., 2011). Sin embargo también inhibe las corrientes de Ix € Ica 1, por lo que tiene algunos efectos
secundarios (Antzelevitch y cols., 2011). El tratamiento de los pacientes de alto riesgo es el

desfibrilador cardioversor implantable (DCI) (Priori y cols., 2013).

¢ Sindrome de Brugada

Las mutaciones que producen pérdida de funcién responsables del SBr reducen la /v, como
resultado de la sintesis de proteinas no funcionales, fallos en el trafico a membrana de la proteina
sintetizada o una inactivacion acelerada del canal (Figura I1.28A, B y C) (Grant, 2009). El resultado
final es un acortamiento de la DPA en el tejido epicardico y el aumento de la heterogeneidad de la
repolarizaciéon ventricular y del riesgo de sufrir FV (Brugada y Brugada, 1992; Antzelevitch, 2001)
(Figura I1.30). Se discute sin embargo, si la alteracion en la repolarizacion es consecuencia de un
retraso en la excitacion transmural cardiaca consecuencia, a su vez, de la disminucion en la
excitabilidad cardiaca producida por la disminucion de la Iy,.

El SBr se caracteriza por un bloqueo de rama derecha, la elevacioén del segmento ST en las
derivaciones V| a V3 del ECG y muerte subita en pacientes con un corazdn estructuralmente
normal. Es mds comuin en hombres que mujeres (debido a diferencias intrinsecas en la expresion de

canales entre mujeres y hombres —mayor densidad de 7, en hombres- o debido a diferencias
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hormonales) (Antzelevitch, 2006; Shimizu y cols., 2007). En algunos pacientes, la fiebre (algunas
mutaciones generan canales cuya pérdida de funcidon es mayor al aumentar la temperatura) (Keller y
cols., 2005) desenmascara un ECG caracteristico de SBr y desencadena arritmias fatales (Amin y
cols., 2008).

Hay pacientes en los que los dos alelos del gen SCN5A4 estin mutados (heterozigosis
compuesta). Nuestro grupo describio el caso de un paciente portador de una mutacion en uno de los
alelos de SCN5A4 que codifica la mutacion p.G1748D que genera canales con profundos defectos de
gating que ademas practicamente no trafican a la membrana, lo cual daba lugar a una reduccién del
pico de la Iy, de un 90% (Nufez y cols., 2013). En el otro alelo, el paciente portaba otra mutacion
que en este caso codificaba para los canales p.D1690N que aunque no presentaban marcados
defectos en el gating tampoco eran capaces de alcanzar correctamente la membrana plasmatica.
Cuando se estudiaron los efectos de la coexpresion de cada una de estos mutantes con canales WT
(p.DI69ON+WT: p.G1748D+WT) se observd que las corrientes generadas en ambos casos eran
significativamente inferiores al 50% de la corriente generada por canales WT solos (Nufez y cols.,
2013). Es decir ambos mutantes actlian como “proteinas venenosas” que son capaces de disminuir
la funcion y la expresion de las proteinas sanas, es lo que se denomina en genética, como ya hemos
mencionado, EDN (Sottas y Abriel, 2016). La “haploinsuficiencia”, al contrario que el EDN,
implica que la proteina mutada no se expresa y/o funciona no interfieriendo sin embargo con las
proteinas WT (Herskowitz, 1987).

Hace aproximadamente 10 afios, durante la investigacion de una mutacion identificada en un
paciente con SBr, se demostrd que al cotransfectar en células HEK293 los canales Nav1.5 mutantes
(p.L325R) con los WT en proporcion 0.5:0.5 (puesto que la mutacion aparecia en heterocigosis en
el paciente), la corriente generada (/nav15) estaba exageradamente reducida en comparacion con la
generada en células transfectadas unicamente con la subunidad a WT (1) (Keller y cols., 2005). Se
demostrd posteriormente que la disminucion de la Iy, no era debida a una mayor degradacion de
canales Navl.5 WT, como se habia descrito para canales de calcio (Mezghrani y cols., 2008), ya
que utilizando un inhibidor del proteosoma (MG132) el nivel de disminucion era similar (Mercier y
cols., 2012). Este hallazgo fue la primera demostracién de que un mutante de Nav1.5 podia producir
EDN, cosa, que hasta la fecha, se habia demostrado sélo en canales multiméricos como los de K.
Mas aun, los resultados implicaban que las subunidades a-Navl.5, a pesar de que per se son
capaces de generar canales funcionales, interaccionan entre si, bien en la membrana celular
formando agregados, o bien en alguno de los procesos de sintesis, trafico a membrana, y reciclaje
que sufren los canales durante su ciclo biolégico. Posteriormente, diferentes estudios confirmaron

que otras mutaciones que producen la pérdida de funcion de los canales Nav1.5 también producen
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EDN (Clatot y cols., 2012; Mercier y cols., 2012; Nuiiez y cols., 2013). Posteriormente se ha
demostrado que las subunidades a-Nav1.5 pueden coinmunoprecipitar, siendo la primera evidencia
bioquimica de que existe de la interaccion entre subunidades en la membrana citoplasmatica (Clatot
y cols., 2012).De hecho para que se produzca el trafico hacia la membrana de los canales Nav1.5
sintetizados es necesario que en el RE se produzca la interaccion entre subunidades o a través de su
dominio N-terminal (Clatot y cols., 2012; Abriel y Sottas, 2014). Si bien estos datos sugieren que
los canales de Na' se multimerizan, todavia se desconoce la estequiometria, la localizacion, y los

determinantes
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Figura I1.30. Representacion esquematica de los hipotéticos cambios en el PA ventricular derecho epicardico
responsables de las manifestaciones electrocardiografica del SBr. Modelo desarrollado por Antzelevitch para
explicar el SBr como una alteracion en la repolarizacion. En el epicardio cuando la Iy, se reduce, hay un cambio en la
forma del PA que se manifiesta como una elevacion en el ST y una onda T negativa, produciéndose una prolongacion
en el PA epicardico, siendo la duracion de éste mas larga que la de los PAs del endocardio (A) y (B). Sumado a ésta
reduccion de la Iy, la I, repolariza la membrana mas alla del voltaje al que los canales de calcio tipo L son activados,
resultando en la pérdida de la fase de meseta del PA. Esta pérdida es heterogénea, generando una dispersion epicardica
de la repolarizacion (C). Tal dispersion permite la reentrada en fase 2, causando un impulso prematuro, que puede
generar FV como consecuencia de la reentrada transmural del extrasistole (D). /[Adaptadas de Antzelevitch, 2003]
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moleculares responsables de este fendmeno, aunque parece que la subunidad Bl es fundamental
(Mercier y cols., 2012). En ultimo término implican que probablemente varios canales Nav1.5 estan
agrupados en cada canalosoma.

Otras mutaciones del canal Nav1.5 que aparecen en heterocigosis no producen EDN. Es el
caso de la mutacion por desplazamiento del marco de lectura p.D1816VfsX7 que genera una
proteina truncada sin los 200 ultimos aminoacidos del canal (extremo C-terminal) (Dolz-Gaiton y
cols., 2013). También se han descrito mutaciones que, a diferencia de las mencionadas
anteriormente, se localizan en el dominio N-terminal del canal y producen EDN (p.R104W y
p-R121W) (Clatot y cols., 2012). Estos datos indican que la aparicion de EDN no esta ligada
exclusivamente a la presencia de las mutaciones en el DIV y C-terminal del canal.

Aunque la subunidad Nav1.5 es la principal responsable de la Iy, cardiaca, se desconoce en
gran parte el papel que juegan en el miocardio otras subunidades a del canal de sodio (Tabla IL8).
Aunque inicialmente se propuso que la subunidad Navl.8 so6lo estaba presente en neuronas
intracardiacas (Verkerk y cols., 2012), se han descrito diversas mutaciones en el gen SCNA10, que
codifica el canal Nav1.8, asociadas al SBr (Hu y cols., 2014). Por un lado se demostré que Navl.5y

Navl.8 son capaces de interaccionar entre si y por otro se observo que los mutantes de Nav1.8 son

Gen Frecuencia Anorn}alidades Gen Frecuencia Anornfalidades
funcionales funcionales
Disfuncion en canal de Na" Disfuncién en canal de K*
SCN5A 20-30% Inal HCN4 Rara It
SCN10A Rara Ival KCNE3 Rara I
SCNIB Rara Iv.l KCNES Rara Iyt
SCN2B Rara Inal KCND3 Rara It
SCN3B Rara Inal ABCC9 Rara It
GPDIL Rara Iv.l KCNJS8 Rara Iyt
MOGI Rara Inal KCNH2 Rara It
SLMAP Rara Iyal PKP2 Rara I
PKP2 Rara Ival
Otros
Disfuncion en canal de Ca" TPRM4 Rara Potencial de
reposo anormal
CACNAIC 1-3% Il
CACNB2 1-3% Ical
CACNA2DI1 1-3% Ical

Tabla I1.8. Bases genéticas del SBr. 1 aumento; | disminucion [Adaptada de Watanabe y Minamino, 2016]
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capaces de ejercer un EDN sobre la Iy, generada por Navl.5, lo que explicaria el SBr en aquellos
pacientes portadores de dichas mutaciones.

Ademas en pacientes con diversas miotonias es frecuente la identificacion de mutaciones en el
gen SCN4A que codifica para Navl.4, cuya expresion mayoritaria es en musculo esquelético. Estos
pacientes presentan manifestaciones cardiacas similares a las del SBr y, viceversa, hay pacientes
con SBr que presentan miotonias (Bissay y cols., 2016). Esta relacion entre canalopatias del
musculo esquelético y cardiacas asociadas a canales de Na" debera ser estudiada en el futuro.

Otras proteinas accesorias del canal de Na™ en las que se han descrito muatciones que se han
asociado al SBr son (Tabla I1.8): la GPDI1-L (Glycerol-3-Phosphate Dehydrogenase 1-Like)
(London y cols., 2007; Van Norstrand y cols., 2007), las subunidades auxiliares Nav31 (Watanabe
y cols., 2008), NavP2 (Riur6 y cols., 2013) y NavB3 (Hu y cols., 2009), MOG1 (Kattygnarath y
cols., 2011), la SLMAP (Sarcolemmal membrana-associated protein) (Ishikawa y cols., 2012) y la
PKP2 (Plakophilin-2) (Cerrone y cols., 2014).

Como se puede observar en la Tabla I1.8 el SBr se asocia en otros pacientes a mutaciones que
producen bien el aumento de la corriente generada por diversos canales de K* o bien la
disminucién de la corriente de calcio tipo L (Watanabe y Minamino, 2016).

El tratamiento de los pacientes con SBr mediante farmacos (isoprotenerol), ablacion por
radiofrecuencia o bien implantando un DCI es la Unica estrategia capaz de prevenir la muerte subita

(Priori y cols., 2013).

e Sindrome del seno enfermo (SSE) (o Sindrome Congénito del Nodo del Seno)

Este sindrome engloba varias formas de arritmias que pueden ser transitorias (por ejemplo la
bradicardia sinusal o la parada sinusal) y son debidas a un mal funcionamiento del nodo SA. En
algunos casos el SSE congénito aparece en pacientes muy sintomaticos y generalmente jovenes que
son portadores de mutaciones de pérdida de funcion en el gen SCN54 (Figura 11.28A, B y C)
(Benson y cols., 2003).

o Enfermedad progresiva del sistema de conduccion cardiaca (PCCD)

La PCCD (también llamado enfermedad de Lev-Lenégre) se manifiesta como una prolongacion
progresiva de los parametros de conduccioén (onda P, PR y QRS), y bloqueo de rama derecha o
izquierda, sin elevacion del segmento ST ni prolongacion del intervalo QT. Al igual que el SSE, la
forma genética de la PCCD se asocia a mutaciones de pérdida de funcion en el gen SCN5A. De
hecho, una sola mutacion en SCN54 puede producir PCCD aislada o combinada con SBr (Kyndt y
cols., 2001; Smits y cols., 2005).
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e Cardiomiopatia dilatada

La cardiomiopatia dilatada se caracteriza por una dilatacion de las camaras cardiacas que
conduce a alteraciones de la contractilidad y a arritmias ventriculares que desencadenan la muerte
subita del paciente (Detta y cols., 2015). Las causas son muy variadas, pero aproximadamente en el
50% de los casos son idiopaticas. De este 50%, un 20% son casos hereditarios genéticamente
determinados (Fatkin, 2011; Detta y cols., 2015). Aunque la implicacion de mutaciones en SCN5A
en la enfermedad es controvertida (Groenewegen y cols., 2005; McNair y cols., 2004; McNair y
cols., 2011), se han descrito casos asociados a diversas mutaciones de pérdida de funcién que dan
lugar a canales con alteraciones de gating (McNair y cols., 2004). Curiosamente, en la mayoria de
los casos estos pacientes presentan otras manifestaciones eléctricas simultaneamente (FA, flutter

auricular, bloqueo auricoventricular, taquicardia ventricular y/o FV).

e FA

La FA es una taquiarritmia caracterizada por una activacion descoordinada y muy rapida (>350
latidos por minuto) de las auriculas (Nattel, 2002; Fuster y cols., 2006). Es la arritmia cardiaca de
mayor prevalencia en la poblacion general (1-2%) y afecta generalmente a pacientes con
cardiopatias diversas pero también aparece en gente joven con corazones aparentemente sanos. Los
estudios poblacionales sugieren que la FA presenta un componente genético importante. Se han
descrito mutaciones tanto de pérdida de funcion en el gen SCN54 (p. ej. p.D1275N y p.N1986K)
(Olson y cols., 2005; Ellinor y cols., 2008), SCNIB (p. ¢j. p.R85H y p.D153N) y SCN2B (p. ¢j.
p-R28Q) (Watanabe y cols., 2009) como de ganancia de funcion en el gen SCN54 (p. ej. p.M1875T)
(Li y cols., 2009) (Figura 11.28). Estos resultados apoyan la hipotesis de que la disminucion o el
aumento de la Ix, podrian aumentar la susceptibilidad a la FA: un aumento de la Iy, podria inducir
actividad desencadenada y estabilizar los rotores auriculares de alta frecuencia (Kneller y cols.,
2005), mientras que la inhibicion de la Iy, acortaria la DPA y reduciria la velocidad de conduccion
y la excitabilidad auriculares, lo que acortaria la longitud de onda del circuito de reentrada y

desestabilizaria los rotores de alta frecuencia (Kneller y cols., 2005).

e Otras canalopatias
Por 1iltimo, se han descrito otras mutaciones que afectan al canal de Na" y que se asocian con la
muerte subita del recién nacido (Arnestad y cols., 2007) o el sindrome de repolarizacion temprana

(SRT) tipo 6 (Watanabe y cols., 2011; Antzelevitch, 2012).
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5. CANALOSOMAS EN CARDIOMIOCITOS

5.1. Polaridad celular en cardiomiocitos

Debido a las caracteristicas funcionales y estructurales del corazon, hay ciertas especificidades
en los miocitos cardiacos que no se comparten con otras células. Los miocitos son células muy
diferenciadas especializadas en el acoplamiento excitacion-contraccion (EC). Tienen por tanto
mecanismos eléctricos y mecanicos muy desarrollados. Los distintos dominios funcionales son a)
tubulos-T, que son invaginaciones tubulares de la membrana lateral, b) el resto de la membrana
lateral, también denominada costdmero o crestas, y c) los discos intercalares donde estan las
uniones célula-célula (Figura I1.31). Los miocitos forman auténticos dominios estructurales y
funcionales ya que tienen complejos i6nicos macromoleculares diferentes y muy organizados. El
sarcomero, la unidad funcional para la contraccion, que abarca el area entre las lineas Z, estd hecha
de tres tipos de filamentos: finos (actina), gruesos (miosina) y eldsticos (titina o conectina). Esta
unidad constituye el elemento central de la arquitectura de un miocito y es responsable de su
apariencia estriada debido a la alternancia de bandas A (filamentos gruesos) e I (filamentos finos).
Los microtubulos se orientan preferentemente en el eje longitudinal mientras que el citoesqueleto de
actina tiene un patrén tanto longitudinal como transversal. Los miocitos cardiacos son células
alargadas acopladas eléctricamente en el eje longitudinal a través de los discos intercalares, donde
el PA se transmite de manera anisotropica entre dos miocitos adyacentes. La conexion longitudinal
entre los miocitos cardiacos convierte al miocardio en un sincitio funcional. Las numerosas uniones
de los discos intercalares aseguran una propagacion rapida y coordinada del PA a través del
musculo cardiaco. Hay tres tipos de estructuras de adhesion en los discos intercalares: uniones
fascia adherens, desmosomas, y uniones estrechas (Clark y cols., 2002) que unen proteinas
intracelulares del citoesqueleto de miocitos adyacentes en el espacio extracelular. En condiciones
fisiologicas, los miocitos no estan acoplados en el eje transversal. Se pueden diferenciar dos
estructuras en la membrana lateral, el costamero y los tibulos-T. El costdmero une proteinas de los
miocitos con la matriz extracelular. En concreto, dos complejos juegan un papel regulador
fundamental a este nivel: el complejo integrina, que son proteinas de adhesion y
mecanotransductores, y el complejo distrofina-glicoproteina, que incluye proteinas citoplasmaticas,
TM y extracelulares, como distroglicanos, distrofina/sintrofina, o la distrobrevina (Lapidos y cols.,
2004). Ademas garantiza el mantenimiento de la organizacién 3D del miocardio ya que detecta y

transmite las fuerzas mecdanicas de la sistole y la didstole y recupera la integridad celular. Por otro
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Figura I1.31. Representacion esquematica de los 3 subdominios especializados en miocitos cardiacos: discos
intercalares (ID), costameros en la membrana lateral y tabulos-T. (A) Representacion esquematica de la
organizacion sincitial del miocardio. Se muestra también la polaridad de los miocitos. (B) Recuadro agrandado de la
organizacion de proteinas en la membrana lateral, dividida en costamero y tubulos-T. (C) Recuadro ampliado de la
organizacion de proteinas en los discos intercalares. Los miocitos son células acopladas mecanica- y eléctricamente en
el eje longitudinal a través de unas estructuras especializadas: los discos intercalares, organizados en 3 subtipos
estructurales: desmosomas, fascia adherens y uniones gap. La linea azul corresponde a la membrana de discos
intercalares mientras que la doble linea verde representa el sarcolema. [Adaptado de Balse y cols., 2012]
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lado, los tubulos-T estan unidos a extensiones del reticulo sarcoplasmico donde acoplado con la
actividad eléctrica, se produce la liberacion de Ca®" desencadenando la contraccion (Balse y cols.,

2012).

5.2. Definicion de canalosoma

El concepto clasico consideraba que los canales i6nicos cardiacos son complejos
heteromultiméricos formados por el ensamblaje de la subunidad o, que forma el poro hidrofilico,
con una o mas subunidades auxiliares. Sin embargo, en los ultimos afios se ha hecho evidente que
aunque el ensamblaje de estas subunidades puede formar un canal funcional, en la mayoria de los
casos, el correcto funcionamiento del mismo requiere su localizacion especifica en una zona
determinada del sarcolema, su anclaje al citoesqueleto y/o su uniéon a proteinas que actian de
plataformas o de anclaje (scaffold proteins) y que ponen en relacion al canal con otros canales,
receptores o enzimas. Este conjunto de proteinas constituye un "canalosoma" y representa la unidad

estructural y funcional del canal idnico en la membrana.

5.3. Canalosomas de canales Kir2.x

La evidencia acumulada durante los tltimos 20 afios sugiere que los canales de Kir2.x forman
parte de unos complicados complejos multiproteicos. Mas aun, la expresion, trafico, localizacion, y
funcion de los mismos son regulados por interacciones con otras proteinas. Sin embargo, la
informacion disponible acerca de las interacciones proteina-proteina en las que estan involucrados
los canales Kir2.x es limitada. Melnyk y cols. demostraron que Kir2.1 estd localizado
principalmente en los tibulos T y discos intercalares de cardiomiocitos ventriculares de perro,
mientras que Kir2.3 se localiza preferentemente en tubulos T de miocitos auriculares de perro, no
teniendo Kir2.1 una localizacion subcelular definida (Melnyk y cols., 2002). Como ya
mencionamos, los canales Kir2.1-2.3 tienen un dominio de unién a proteinas con dominios PDZ
(SEI en canales Kir2.1 y Kir2.2, y SAI en los Kir2.3) (Figura 11.20) (Leonoudakis y cols., 2001).
Leonoudakis y cols. demostraron que los canales Kir2.x cardiacos interaccionan a través del
dominio de unidén a PDZ con las proteinas pertenecientes la familia MAGUK SAP97, CASK, Veli-
4 y Mintl. Sin embargo, la asociacion de los canales Kir2.x con CASK, Veli-4, y Mintl, y su papel
en células cardiacas no ha sido esclarecido. Leonoudakis y cols. demostraron también que a través

del dominio de unién a PDZ los canales Kir2.x interaccionan con diversos componentes del DAPC,
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incluyendo las sintrofinas o, Bi, y B2, la distrofina y la distrobrevina (Leonoudakis y cols., 2001;

2004a; 2004b).

e Proteinas MAGUK

Se ha propuesto un modelo en el cual los canales Kir2.x se asocian con diferentes proteinas
(SAP97, CASK, Veli, Mintl), formando diferentes complejos (Leonoudakis y cols., 2004b). Kir2.x
se une al segundo dominio PDZ de SAP97 a través de su dominio de uniéon a PDZ C-terminal
(Willis y cols., 2015). Se ha demostrado que SAP97 regula la Ix; modulando la expresion en
superficie de los canales Kir2.x puesto que la union a SAP97 es importante para anclar los canales
Kir2.x a la membrana plasmatica (Vikstrom y cols., 2009; Vaidyanathan y cols., 2010; Milstein y
cols., 2012). Ademas, los datos sugieren que la unién de los canales Kir2.3 a SAP97 produce
cambios conformacionales en la estructura del canal con la consiguiente modificacion de la
conductancia unitaria (Vikstrom y cols., 2009). Ha sido también demostrado que SAP97 forma
parte de un complejo de sefializacion que incluye ademas del canal Kir2.1 a la PKA y al receptor
adrenérgico By, por lo que SAP97 estaria implicada en la regulacion B;-adrenérgica de la Ix;. Como
se ha mencionado, el sitio de unién a SAP97 en el extremo C-terminal de los canales Kir2.x (SXI)
solapa con un dominio de fosforilacion por PKA (RRES) (Figura I1.20). Si esta serina es
fosforilada, los canales Kir2.x no se unen a SAP97 (Vaidyanathan y cols., 2010).

Ademas, los dominios SH-3 y GUK, de SAP97 pueden interaccionar con la proteina AKAP y
ayudar a ensamblar quinasas y fosfatasas. Los datos sugieren que la interaccion entre SAP97 y los
canales Kir2.x es un proceso dindmico que puede ser regulado por el estado de fosforilacion de los
canales Kir2.x. Ademas, varios estudios sugieren que SAP97 participa activamente en la
localizacion de los canales Kir2.1 y Kir2.2 en los tibulos T, y de Kir2.1 y Kir2.3 en los discos
intercalares (Vikstrom y cols., 2009; Vaidyanathan y cols., 2010). Por lo tanto, los estudios
sefialados mas arriba indican que SAP97 contribuye a la funcion y localizacion de los canales

Kir2.x en los diferentes subdominios celulares de miocitos cardiacos.

e Lacaveolina 3 (Cav3)

Las caveolinas participan en la formacion de microdominios lipidicos, ricos en colesterol y
esfingolipidos, o rafts llamados caveolas (Balijepalli y Kamp, 2008). La Cav3 es la isoforma
predominante en el corazén y sirve tanto de proteina de anclaje a las caveolas como de regulacion
para sefializacion. Recientemente, se ha demostrado que en los miocitos cardiacos humanos Kir2.1

puede asociarse con Cav3. De hecho, las mutaciones en el gen CA V3 producen una disminucién de
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la densidad de la /x;, principalmente debida a la reduccion de la expresion de los canales Kir2.x en

la superficie celular y se asocian al SQTL tipo 9 (Vaidyanathan y cols., 2013).

e DAPC

Los canales Kir2.x pueden interaccionar con las sintrofinas o, Bi, y P2, la distrofina, y la
distrobrevina a través de sus respectivas secuencias de unién a dominios PDZ (Leonoudakis y cols.,
2001; 2004a; 2004b; Vaidyanathan y cols., 2009). En un modelo murino de distrofia de Duschenne
(mdx), en el que se suprime la expresion de la distrofina, se ha demostrado la disminucion
significativa en los niveles de proteina Kir2.1 sin que se modifiquen los niveles de ARNm en los
miocitos cardiacos (Gavillet y cols., 2006). Por otro lado, en el modelo de ratén transgénico que
sobreexpresa Kir2.1 la expresion de la o-sintrofina, que forma parte del DAPC, aumenta
significativamente a nivel miocardico sin que se observen cambios en los niveles e expresion del
ARNm. Por el contrario, en los ventriculos de ratones Kenj2 knockout heterocigotos (Kir2.17%) la
expresion de a-sintrofina disminuye significativamente (Milstein y cols., 2012).

Todos los datos anteriores sugieren que en células cardiacas, el DAPC puede ser importante en
la regulacion de la expresion y la funcion de los canales Kir2.x. Es posible que las proteinas del
DAPC contribuyan a determinar la localizacion subcelular de los canales Kir2.x en cardiomiocitos,

de manera similar a lo que ha sido demostrado para los canales Nav1.5.

e Filamina A

Las filaminas son proteinas de unién a la actina que interaccionan directamente con diversas
proteinas y estdn involucradas en multiples procesos celulares incluyendo adhesion célula-célula y
célula-matriz, mecanoproteccion, remodelado de la actina, y rutas de sefalizacion intracelular
(Zhou y cols., 2007 y 2010). Los datos experimentales sugieren que la filamina A interacciona con
diversos canales en células cardiacas (Kir2.1 y SK2, por ejemplo) (Sampson y cols., 2003;
Rafizadeh y cols., 2014). Por ejemplo, se ha demostrado que la filamina A incrementa el numero
de canales Kir2.1 residentes en la membrana de células del musculo liso arterial uniéndose a una
region del extremo C-terminal de Kir2.1 localizada entre los aminoacidos 307 y 326 (Figura 11.20).
Ademas, la filamina A parece actuar como una proteina de anclaje al citoesqueleto de la célula para
los canales Kir2.1, estabilizando su expresion en superficie y reclutandolos para llevarlos a
diferentes dominios de membrana (Sampson y cols., 2003). Asi, en los miocitos cadiacos, la
filamina A se localiza en las lineas Z, por lo que es posible que una subpoblacion de canales Kir2.x

esté localizada en esta region de los miocitos como resultado de su interaccion con la filamina.
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En resumen, ademas de la densidad y propiedades biofisicas normales, los canales Kir2.x
requieren una adecuada localizacion en subdominios macromoleculares de membrana
especializados. Claramente, las caracteristicas moleculares y estructurales de tales subdominios son
cruciales en la regulacion de los canales Kir2.x. Dado que los conocimientos en esta area son
todavia limitados, se abre ante nosotros un vasto e inexplorado campo en la electrofisiologia

cardiaca.

5.4. SAP97

SAP97 es una proteina de anclaje de la familia MAGUK que presenta 3 dominios PDZ que le
permiten jugar un papel importante en el trafico y anclaje de canales idnicos y receptores a la
membrana. Tiene un peso aproximado de 97 kDa. SAP97 se expresa de forma abundante en el
miocardio, especialmente a nivel de los discos intercalares y tabulos T donde interacciona con
diferentes canales (Petitprez y cols., 2011; Abriel y cols., 2015; Gillet y cols., 2015).

La familia MAGUK (membrane-associated guanilate kinase), a la que pertenece SAP97, PSD-
95 (SAP90), PSD-93 (Chapsyn 110) y SAP102, comparte la organizacion de dominios,
caracterizada por presentar un dominio analogo a la guanilato cinasa (GUK) inactivo (Elias y cols.,
2006). Ademas del dominio GUK, que carece de actividad enzimatica, contienen 3 dominios PDZ,
y una regiéon SH3 (Src homology 3). SAP97 difiere de los otros miembros de la familia MAGUK en
sus dos regiones de splicing alternativas que generan multiples isoformas de SAP97 (Fourie y cols.,
2014). Una de ellas se localiza en el dominio N-terminal antes del primer PDZ y la otra region esta
entre el dominio SH3 y el GUK (Figura I1.32). En la region del N-terminal hay dos inserciones de
splicing: 11A e 11B. La otra region entre SH3 y GUK contiene cuatro inserciones de splicing: 12, 13,
14 e I5 (Fourie y cols., 2014). Adicionalmente se diferencia entre a- y B-SAP97 en funcion de la
secuencia del extremo N-terminal. a-SAP97 presenta 2 cisteinas palmitoiladas y B-SAP97 un
dominio L27 mediante el cual es capaz de interaccionar con otras proteinas. Las isoformas que se
expresan en miocardio humano son las que presentan el dominio L27 y ademas las regiones 13 e
I1A (I3+I1A) (926 aminoacidos) o I3 pero sin [1A (I3-11A) (893 aminoacidos) (Godreau y cols.,
2003) (Figura I1.32). La existencia de numerosas isoformas de SAP97, con distintas combinaciones
de inserciones de splicing regula su localizacion celular y su capacidad para multimerizar
(McLaughlin y cols., 2002). El dominio SH3 interacciona con secuencias similares a PxxxPR,
presente en numerosas proteinas mientras que el dominio GUK se une a proteinas de la familia
GKAP/SAPAP1/DAP1 (Wu y cols., 2000). Por su lado la region N-terminal y la zona entre SH3 y
GUK modula la union de SAP97 al citoesqueleto (Wu y cols., 2000).
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Figura I1.32. Diagrama esquematico de la organizacion estructural de SAP97. [Adaptadas de Fourie y cols., 2014]

5.5. Sintrofina

Las sintrofinas son una familia de proteinas citoplasmaticas adaptadoras. Es un grupo de
proteinas heterogéneo de 58 a 60 kDa caracterizado por tener un “dominio unico o especifico de
sintrofinas” en su C-terminal (SU) que les permite dimerizarse (Peters y cols., 1997; Newey y cols.,
2000). Ademas, presentan dos dominios homoélogos a plecstrina (PH), de los cuales el PHI est4
“dividido”, puesto que en la parte central se encuentra un dominio PDZ que separa el PHn term v €l
PHc term (Figura 11.33). La presencia de varios dominios de unidon permite que las sintrofinas
interaccionen simultdneamente con distintas proteinas, participando en muchos procesos celulares
(Bhat y cols., 2013). Entre otros, la sintrofina ancla canales i6nicos al complejo asociado a
distrofina, con la cual interacciona directamente, y también sirve de unidén entre la matriz
extracelular y las proteinas intracelulares y el citoesqueleto mediante su interaccion con la actina.

Se han identificado cinco isoformas de sintrofinas de las cuales en los cardiomiocitos de raton
solo se han detectado tres: la al, que es la forma acida, y B1 y B2, que son las formas bésicas de la
proteina (Albrecht y Froehner, 2002). Cada isoforma es producto de distintos genes. En los

cardiomiocitos humanos la més abundante es la al (Iwata y cols.,, 2015). La al-sintrofina,

PHn PDZI PHc

Figura I1.33. Diagrama simplificado de la organizacion estructural de la sintrofina con la posicion de los distintos
dominios y las interacciones con distintas proteinas. Los aminoacidos del dominio PH1 solapan con el PDZ embebido.
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codificada por el gen SNTA1, tiene 58 kDa, y 505 aminoacidos que provienen de un unico ARNm
(Bhat y cols., 2013). La isoforma al humana tiene una homologia del 94% con la del raton y un

93% con la del conejo.

Debido a que ninguno de los dominios tiene actividad enzimatica, se considera que son
proteinas adaptadoras que sirven para dirigir a las proteinas diana a sus localizaciones especificas en

la membrana celular.

El dominio PH1 estd dividido en dos, de los cuales la parte N-terminal (PHyx) va de los
aminodcidos 1 a 77 y la C-terminal (PHc¢) del 162 al 271. Entre ambos estd el dominio PDZ,
estructura globular conservada de casi 80 aminoacidos. La conformacion PHy-PDZ-PH¢ es muy
peculiar y funciona sinérgicamente en la union de proteinas. EI PH1 esta especializado en anclar
fosfolipidos a la membrana y en la transduccion de sefiales lipidicas (Chockalingam y cols., 1999)
y también se une a CaM de manera Ca2+-independiente (Jing y cols., 2005). La mitad PHy se
compone de tres laminas B y una a-hélice C-terminal. El dominio PDZ, que consiste en siete
laminas B y dos a-hélice, se inserta en el lazo entre la B3 y B4 de PHy, de manera que el tindem
PHN-PDZ-PHc funciona como una estructura tnica (Jing y cols., 2005). El dominio PDZ se
encarga de anclar numerosas proteinas, canales, receptores, etc., a la membrana (Bhay y cols.,

2013) (Figura I1.34).

El dominio PH2, que abarca del aminoéacido 281 al 406, se une a numerosos lipidos/proteinas
para anclarlos en membrana, entre otros el fosfoinositol (PI3) (Lemmon y cols., 2000). Junto al
dominio SU, son responsables de la union de la sintrofina con la distrofina, utrofina y

distrobrevina (Figura 11.34).

MEMBRANA PLASMATICA

LOCALIZACION EN
MEMBRANA

Figura I1.34. Participacion de la sintrofina en la localizacion en membrana de canales iénicos. [Adaptado de Bhat
y cols., 2013]
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5.6. Dominios PDZ

Los dominios PDZ, cuyo nombre deriva de las tres primeras proteinas en donde fueron
identificados [Post synaptic density protein (PSD9S5), Drosophila disc large tumor suppressor
(Dlgl), y Zonula occludens-1 protein (zo-1)] (Kennedy, 1995), son secuencias de aproximadamente
80-90 aminoécidos que poseen determinadas proteinas de anclaje que permiten interacciones
proteina-proteina, jugando un papel fundamental en la organizacion de complejos proteicos y en la
sefializacion celular (Lee y Zheng, 2010; Ivarsson, 2012). El reconocimiento y unién de una
secuencia lineal situada en el extremo C-terminal de diversas proteinas (incluidos varios canales
i6nicos y receptores TM) es la funcion tipica de los dominios PDZ, pero el repertorio funcional de
estos modulos es mdas versatil pues también incluye reconocimiento de secuencias internas,
dimerizacion y union a fosfolipidos (Ponting, 1997; Ivarsson, 2012). La afinidad de los dominios
PDZ por su ligando puede ser modificada por diversos medios como cambios en el pH, efectos
alostéricos o fosforilaciéon de los dominios PDZ o de los ligandos, lo cual sitlia a estos dominios
como reguladores dinamicos de la sefializacion celular (Lee y Zheng, 2010; Ivarsson, 2012). La
interaccion es a menudo promiscua, de tal forma que un dominio PDZ normalmente reconoce
varios ligandos y un mismo ligando puede ser reconocido por diferentes dominios PDZ (Harris y

Lim, 2001).

Ademas, la plasticidad de las interacciones de los dominios PDZ se refleja en que la
especificidad de éstas puede cambiarse debido a mutaciones tanto en los ligandos como en los
dominios PDZ, lo que probablemente ha permitido la “reprogramacioén” de las interacciones PDZ-
ligando durante la evolucion (Reina y cols., 2002; Stiffler y cols., 2007; Tonikian y cols., 2008;
Ernst y cols., 2010).

5.6.1. Estructura de los dominios PDZ

Los dominios PDZ consisten en secuencias de aproximadamente 80-90 aminoacidos que
adquieren la estructura secundaria de 5 a 6 hebras-f y 2 hélices-a que a su vez se pliegan formando
una estructura globular con una topologia BA-BB-BC-aA-BD-BE-aB-BF (Figura I1.35 y 11.36). Estos
dominios se asemejan a un sdndwich formado por las 6 hebras-f que generan dos ldminas-f3, con
una de estas hebras (D) participando en la formacioén de ambas laminas-f. El ligando (péptido) se
une al dominio PDZ en una hendidura hidrofobica que se genera entre la hebra B y la hélice aB,

orientadas de manera antiparalela a fB. Asimismo, el lazo que conecta las hebras BA y BB que
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contiene normalmente la secuencia Gly-Leu-Gly-Phe (GLGF) también juega un papel fundamental
en la union del ligando (Figura I1.36). Como podemos observar en el alineamiento de secuencias de
diversos dominios PDZ de la Figura II.35, hay una serie de aminoécidos altamente conservados
(gris), debido a razones funcionales, que intervienen en la interaccion con el ligando como son el
dominio GLGF (lazo entre BA y BB, R/K-XXX- G-O-G-®, donde X es cualquier aminoacido y ®

un residuo hidrofébico), la hebra BB o la histidina de la hélice-a B.

5.6.2. Tipos de interacciones con dominios PDZ

e Reconocimiento y unién a secuencia C-terminal

La interaccion PDZ mas conocida es aquella que se produce gracias al reconocimiento de proteinas
(normalmente canales i6nicos o receptores de membrana) que poseen residuos hidrofobicos en su
extremo C-terminal (Songyang y cols., 1997). La secuencia C-terminal del ligando se une al lazo de
union al grupo carboxilo o dominio GLGF y el péptido (extremo C- terminal del ligando) se une
como una hebra-p adicional en el Dbolsillo hidrofobico que hay entre fB
y aB siendo los ultimos 4 aminoacidos de la secuencia de union a dominios PDZ los maés
importantes para el reconocimiento (Figura I1.36) (Doyle y cols., 1996; Daniels y cols., 1998;
Tonikian y cols., 2008; Ivarsson, 2012). Se han descrito también ciertas desviaciones de esta forma
canodnica de union en estudios estructurales de la sintenina-1 o la tamalina, en donde se demostrd
que los péptidos C-terminales se unen de forma perpendicular Gnicamente a través de los dos

ultimos aminoacidos.

Los dominios PDZ fueron al principio divididos en tres clases dependiendo de la secuencia de
los ultimos aminoacidos del C-terminal del ligando a la que se unen: a) clase I, siendo la mas tipica
de todas, uniéndose a péptidos con una secuencia X-(T/S)-X-O-COOH, b) clase II que se unen a
péptidos con una secuencia X-®-X-O-COOH, c) clase III (la mas atipica) que se unen a péptidos
con una secuencia X-(D/E)-X-®-COOH (Stricker y cols., 1997; Songyang y cols., 1997). Aunque
esta clasificacion es una simplificacion, puesto que se han llegado a proponer hasta 16 tipos
diferentes de dominios PDZ basados en la unién al ligando (Stiffler y cols., 2007; Tonikian y cols.,

2008).

En la Figura I1.36 se puede observar la union del dominio PDZ3 de PSD-95 (clase I) a su

ligando, donde el ultimo aminodcido de la secuencia de union a PDZ se denota como 0 (p.0), el
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Figura I1.35. Alineamiento de secuencias de diversos dominios PDZ y su estructura secundaria. Los elementos de
estructura secundaria de los dominios PDZ se muestran arriba de las secuencias como flechas (hebras-p), barras (hélice-
a), v lineas (lazos conectores). Los residuos que interaccionan con el ligando en el complejo PDZ-ligando se muestran
en gris. El numerado de los aminoécidos corresponde a la secuencia del tercer dominio PDZ de PSD-95 (rata). Las
secuencias son las siguientes: PDZ-3 (residuos 309-393 que corresponden al tercer dominio PDZ de PSD-95), PDZ-2
(residuos 156-246 que corresponden al segundo dominio PDZ de PSD-95), PDZ-1 (residuos 61-151 que corresponden
al primer dominio PDZ de PSD-95), DLG (Drosophila) (residuos 482-566 que corresponden al tercer dominio PDZ de
DLG), SAP97 (residuos 461-545 que corresponden al tercer dominio PDZ de SAP97 en rata), nNOS (residuos 12-100
que corresponden al dominio PDZ de nNOS), TorSyn (residuos 65-152 que corresponden al dominio PDZ de sintrofina
de pez torpedo), ZO1 (residuos 408-491 que corresponden al segundo dominio PDZ de ZO1), ZO2 (residuos 93-176
que corresponden all dominio PDZ de Z02), Lin 2a (residuos 542-628), y p55 (residuos 67-153). [Adaptada de Doyle y
cols., 1996]
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penultimo residuo -1 o 1 (p.-1 o p.1, dependiendo de los trabajos) y asi sucesivamente. El péptido
ETSV-COOH se acomoda en el bolsillo hidrofébico que se genera entre la hélice-a B y el lazo BA-
BB del domino PDZ, de tal forma que la Thr en p.2 (ligando) forma un puente de hidrégeno con la
His de aB (PDZ) y la Val en p.0 (ligando) interacciona mediante puentes de hidrégeno con el lazo
BA-BB (secuencia GLGF del domino PDZ). Los residuos del ligando en p.1 y p.3 también juegan
un papel importante en la union PDZ-ligando al interaccionar con la hebra BB mediante puentes de

hidrogeno (Figura 11.36).

Este reconocimiento del ligando en posicion C-terminal por proteinas con dominios PDZ de
clase I (Figura I1.36) lo llevan a cabo proteinas como SAP97, PSD-95. al-sintrofina o GRASP55
con canales idnicos o receptores de membrana (Doyle y cols., 1996; Leonoudakis y cols., 2001,

2004a y 2004b; Gee y cols., 2011).
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Figura I1.36. Interacciones quimicas involucradas en la interaccion entre el péptido ETSV y el PDZ3 de PSD-95.
Estéreo vision del sitio de unidn del ligando en el dominio PDZ3 de PSD-95 mediante puentes de hidrogeno (guiones
blancos) y la localizaciéon de la Valina en posicion 0 del péptido (ETSV) dentro del bolsillo hidrofébico formado por el
lazo GLGF y aB. Los atomos de oxigeno se muestran en rojo y en azul los atomos de nitrogeno. La esfera verde
muestra una molécula de agua unida al grupo carboxilo de la Arg318. [Adaptada de Doyle y cols., 1996].
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e Reconocimiento y unidn a secuencia interna

Algunos dominios PDZ también interaccionan con secuencias localizadas en regiones internas
de diferentes proteinas (Hillier y cols., 1999; Hurd y cols., 2003; London y cols., 2004). De hecho,
mediante experimentos de sistema de doble hibrido en levaduras se demostr6 que mas de la mitad
de las interacciones PDZ-ligando no necesitan el extremo C-terminal del ligando libre, lo cual
sugiere que la unidén a secuencias internas puede ser mas comun de lo que se esperaba en un
principio (Lenfant y cols., 2010). Para que la unién entre una secuencia interna y un dominio PDZ
se lleve a cabo, es necesario superar el impedimento estérico entre los aminoécidos situados mas

alla de la posicion 0 (p.0) del ligando y el lazo GLGF del dominio PDZ.

Por ejemplo, la estructura del complejo formado por el dominio PDZ de la al-sintrofina y 30

Figura I1.37. Estructura en B-limina (rojo) perteneciente a nNOS que mimetiza el ligando C-terminal al que se
une el dominio PDZ de al-sintrofina (azul). Imagen en estéreo vision del pseudopéptido (rojo) que forma una parte
de la secuencia de la nNOS para unirse al bolsillo hidrofébico del dominio PDZ de la al-sintrofina (azul). Los residuos
del pseudopéptido de la nNOS (ETTF) estan indicados entre paréntesis. Todos los demas numeros estan referidos al
residuo de cada proteina. La secuencia GLGF esté sefialada en negrita. Los puentes de hidrogeno se muestran en linea
discontinua, y una molécula de agua es mostrada como una esfera roja. [Adaptada de Hillier y cols., 1999].
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aminoacidos de la nNOS (que aunque son cercanos, no pertenecen al dominio PDZ de ésta
proteina), reveld que el impedimento estérico puede ser evitado cuando el ligando adopta una
conformacion de ldmina-f para sustituir al carboxilo terminal (Figura I1.37). Como se puede
apreciar en esta imagen, el pseudopéptido formado por una estructura en ldmina-3 perteneciente a la
nNOS [E(p.3)-T(p.2)-T(p.1)-F(p.0)] simula el extremo C-terminal de un ligando canonico en la
interaccion con el dominio PDZ de la al-sintrofina (Hillier y cols., 1999). Sin embargo, el grupo
carboxilo terminal del ligando canonico es sustituido por una horquilla  al final del pseudopéptido.
Ademas, se ha demostrado que el dominio PDZ de la al-sintrofina puede reconocer y unirse a
péptidos ciclicos que pueden adquirir una conformacion similar al pseudopéptido de la nNOS (Gee

y cols., 1998b).

Otros ejemplos de reconocimiento de secuencias internas son: a) el dominio PDZ de Par6
(Partitioning defective protein 6) que se une a una region interna de la proteina PALSI1 (protein-
associated with Lin7, Stardust, MPP5) (Peterson y cols., 2004), b) el dominio PDZ2 de DVL2
(Dishevelled Segment Polarity Protein 2) que reconoce diferentes péptidos internos que sustituyen
el carboxilo terminal por un acido aspartico (Zhang y cols., 2009) o c) la proteina PSD-95 que
interacciona tanto con una region interna situada en el extremo N-terminal de los canales Kv1.5

como con el extremo C-terminal candnico (Elstrom y cols., 2003).

e Interacciones PDZ-PDZ

Se ha demostrado que algunos dominios PDZ pueden interaccionar con otros dominios PDZ.
Por ejemplo los PDZ3 y PDZ4 de la proteina INAD (Inactivation no afterpotential D protein)
pueden formar homo- o hetero-oligbmeros, y los dominios PDZ de NHERF1 y NHERF2 (Na+/H+
Exchanger Regulatory Factors) pueden hetero u homodimerizar sin afectar a la union del ligando
(péptido) (Xu y cols., 1998; Lau y cols., 2001). Un estudio reciente llevado a cabo por Chang y
cols., reveld que al menos el 30% de los dominios PDZ pueden llevar a cabo interacciones PDZ-
PDZ (Chang y cols.,, 2011). Las interacciones PDZ-PDZ parecen mas selectivas que las
interacciones PDZ-péptido y por lo tanto contribuyen a definir de forma precisa la composicion de
los complejos proteicos. La prevalencia de una alta afinidad especifica en las interacciones PDZ-
PDZ sugeriere que estos dominios pueden formar complejos multiproteicos debido a la interaccion
simultdnea con mas de un ligando a la vez (Chang y cols., 2011) puesto que estas interacciones

normalmente dejan disponibles los sitios de union a ligando (péptido).
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e Interacciones PDZ-fosfolipidos

Como se ha visto en apartados anteriores, los dominios PDZ de una u otra forma son médulos
de interaccion proteina-proteina, por este motivo fue sorprendente el descubrimiento hace 15 afios
de que ademas estos dominios pueden unir fosfoinositidos (PIPs) (Zimmermann y cols., 2002). Los
PIPs son formas fosforiladas del fosfatidil inositol y son unos importantes reguladores de la
polaridad celular y la sefializacion. Estos pueden servir como precursores de segundos mensajeros,
funcionar como moléculas sefializadoras que regulan la localizacion, transporte y degradacion de
proteinas (Schink y cols., 2016) o regular la funcionalidad de diversos canales i6nicos (Hansen y
cols., 2011 y 2015). Se ha estimado que entre un 20 y un 40 % de los dominios PDZ interaccionan
con fosfolipidos (Gallardo y cols., 2010; Chen y cols., 2012) y en los casos investigados, las
interacciones PDZ-PIPs parecen relevantes para la funcion de las proteinas PDZ. Las interacciones
PDZ-PIPs a menudo ocurren en tandem con ayuda de otros modulos pertenecientes a la misma
proteina que unen igualmente lipidos. Tal es el caso del dominio PDZ de la al-sintrofina que divide
al dominio PH (Pleckstrin homology) en dos, situdndose en el centro y actuando este tdindem PDZ-
PH como un supramddulo que puede unir con mayor afinidad diferentes tipos de fosfolipidos (Yan

y cols., 2005).

5.7. Canalosomas formados por canales Kir2.1-Nav1.5

Como ya se ha mencionado anteriormente, el impulso cardiaco depende de una orquestada
interaccion de canales i6nicos TM. Controlando el potencial de reposo de membrana, la /Ix;
modifica la disponibilidad de los canales de sodio y por tanto, modifica la excitabilidad celular, la
duraciéon del potencial de accion, y la velocidad de propagacion del impulso (Noujaim y cols.,
2007b). Por su parte, de la disponibilidad de los canales de Na" depender la excitabilidad y la
refractariedad cardiacas. Asimismo, las interacciones fx; - Ina son claves a la hora de determinar la
frecuencia de los rotores, que son responsables de la reentrada eléctrica andmala y a veces letal

(Noujaim y cols., 2007b) (ver apartado 6).

5.7.1. Modulacién reciproca positiva Kir2.1-Nav1.5

Mediante técnicas moleculares, bioquimicas y electrofisiologicas se ha demostrado que existe

una modulacién reciproca positiva entre la densidad de la /Ix; y de la Iy, que es consecuencia de una
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modulacion reciproca positiva de la expresion de los respectivos canales (Kir2.1 y Navl.5)
(Milstein y cols., 2012). La consecuencia es la perfecta coordinacion de los canales que determinan
la excitabilidad cardiaca. Milstein y cols. confirmaron mediante la sobreexpresion por infeccion con

adenovirus en miocitos ventriculares de ratas adultas que codificaban para el canal Navl.5 que se
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Figura I1.38. Modulacion reciproca de Kir2.1 y Navl.S en miocitos ventriculares de rata adulta. La
sobreexpresion de Nav1.5 mediante infeccion por adenovirus (Ad) incrementa tanto densidad de la /x; (A) como de la
In.. La sobreexpresion de Kir2.1 mediante infeccion por adenovirus incrementa tanto densidad de la /v, (B) como de la
Ix, (D). La co-sobreexpresion de Navl.5 y Kir2.1 reduce significativamente la DPA en miocitos ventriculares de ratas
neonatales (E). Las interacciones moleculares entre Kir2.1-Nav1.5 modulan la frecuencia de reentrada en monocapas de
miocitos ventriculares de ratas neonatales (F); Arriba, mapas de fase de monocapas infectadas con Ad-GFP, Ad-
Navl.5, Ad-Kir2.1 o Ad-Kir2.1 + Ad-Navl.5; 4bajo, frecuencias de reentrada en monocapas infectadas de la misma
manera. *P < 0.005; “P < 0.05; °P < 0.01. [Adaptadas de Milstein y cols., 2012]
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incrementaba tanto la densidad de la Ix, como de la Ix; (Figura I11.38A y C). Por otro lado, la
sobreexpresion de canales Kir2.1 en miocitos de ratas adultas mediante adenovirus también
producia incremento en la densidad de la In, y de la Ix; (Figura I1.38B y D). Asimismo, la co-
sobreexpresion de Navl.5 y Kir2.1 reducia significativamente la DPA en miocitos ventriculares de
ratas neonatales (Figura II.38E). Por ultimo, Milstein y cols demostraron que las interacciones
moleculares entre Kir2.1-Nav1.5 modulan la frecuencia de reentrada en monocapas de miocitos
ventriculares de ratas neonatales (Figura II.38F), produciéndose una elevacion de la frecuencia
cuando los dos canales eran sobreexpresados que cuando sélo se sobreexpresaba Kir2.1 (Milstein y
cols., 2012). Se propuso en este mismo trabajo que la proteina SAP97 era un componente
fundamental para la modulacion reciproca de este macrocomplejo molecular formado por al menos
estos dos canales, puesto que dicha proteina posee tres dominios PDZ a los que podrian unirse a la

vez al menos un canal de sodio y un canal de potasio (Milstein y cols., 2012).

5.7.2. Proteinas implicadas en el trafico y localizacion de los canales Kir2.1-Nav1.5

Como se ilustra en la Figura I11.39, en el corazén, Navl.5 y Kir2.1 interaccionan
independientemente con al menos dos proteinas con dominios PDZ, SAP97 y a-1-sintrofina
(Leonoudakis y cols., 2001; Gavillet y cols., 2006; Vikstrom y cols., 2009). También se ha
constatado que estos canales interaccionan con proteinas como placofilina 2 (Sato y cols., 2009 y
2011), anquirina G (Mohler y cols., 2004; Cunha y Moler, 2006), distrofina (Petitprez y cols., 2011)
y caveolina 3 (Vaidyanathan y cols., 2013) entre otras, y que mutaciones hereditarias en éstas
modifican la expresion funcional y la localizacion de Kir2.1 y Nav1.5 en los cardiomiocitos (Figura
I1.39). Hasta el momento, no se ha determinado ni en qué compartimento celular se produce la
unién de estos dos canales, ni si son necesarias proteinas accesorias y cuales son las que determinan
la modulacion reciproca positiva. En el momento actual se desconoce cual es el mecanismo por el
cual la presencia conjunta de canales Kir2.1 y Nav1.5 aumenta reciprocamente la densidad de la Ix,
e Ixi1. Es posible que aumente la estabilidad de los canales en membrana porque disminuya la
degradacion de los canales que estan formando un complejo en el mismo canalosoma. Otra
posibilidad es que aumente la glicosilacion en el trans-Golgi aumentando la presencia de canales
maduros funcionales o el trafico de los canales desde el RE al Golgi y desde ahi a la membrana. Por
ultimo cabe también que se favorezcan la aparicion de rutas de trafico alternativas que incrementen

la expresion en la membrana de estos dos canales (Figura I1.38).
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Figura I1.39. Posibles pasos y proteinas asociadas al trafico intracelular y localizacion de Navl.5 y Kir2.1 en un
cardiomiocito. (1) Transcripcién; (2) Traduccién; (3) Glicosilacion en el Golgi; (4) Trafico vesicular; (5)
Localizacion compartimental y funcion; (6) Trafico retréogrado vesicular, degradacion proteica y reciclaje.
[Adaptada de Willis y cols., 2015]

5.7.3. Consecuencias clinicas

Los resultados obtenidos hasta la fecha proporcionan la evidencia experimental directa de que
los canales Kir2.1 y Navl.5 comparten en comun proteinas accesorias que son importantes en el
trafico y en la localizaciéon en membrana de ambos canales. Las implicaciones patofisiologicas del
equilibrio (o desequilibrio) entre la Ix; y la In, son de particular relevancia en el contexto de los
sindromes arritmogénicos adquiridos o hereditarios en los que la densidad funcional de Kir2.1 y
Navl.5 a nivel del sarcolema estd modificada. Tal es el caso del SBr y del SAT, pues ambos
sindromes hereditarios han sido asociados con mutaciones que disminuyen el trafico de Navl.5 y
Kir2.1, respectivamente a la membrana.

Ademas, seria clinicamente relevante saber si la modulacién reciproca positiva ocurre entre

canales Kir2.3 y Navl.5 dada la expresion diferencial de los canales Kir2.x en las auriculas, donde
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la expresion de Kir2.3 es mayoritaria, frente a la de los ventriculos, donde la /Ix; es generada
principalmente por los canales Kir2.1.

Dado que los canales Kir2.1 y Navl.5 presentan modulacién reciproca positiva, es razonable
suponer que las mutaciones que disminuyen el trafico de canales Kir2.1 reduciran la expresion de
los canales Navl.5 y esto deberia contribuir a exacerbar el fenotipo arritmogénico al disminuir la
excitabilidad celular. A la inversa, es razonable especular que la disminucion de la expresion de
canales Navl.5 estard ligada a la reduccion de la expresion de Kir2.1 y por lo tanto de /x;. Este
hecho llevaria a la despolarizacion de la membrana celular, disminucion de la Iy, a través de la
deactivacion parcial de Navl.5, y disminuiria ain mas la velocidad de conduccion e incrementaria

la frecuencia de la arritmia.

6. ARRITMIAS POR REENTRADA DEL IMPULSO CARDIACO

6.1. Conceptos basicos

Clasicamente se distinguen dos mecanismos por los que se generan las taquiarritmias cardiacas:
alteraciones en la secuencia de activacion del miocardio (reentrada) y alteraciones en la iniciacion
del impulso (origen focal). La actividad arritmica cardiaca puede ser organizada o bien puede ser
aparentemente cadtica. En este caso se habla de arritmias fibrilatorias. La fibrilacion ventricular
puede desencadenar en pocos segundos la muerte del paciente y es la principal causa de muerte
subita cardiaca. Por el contrario la fibrilacion auricular (FA) es la arritmia de mayor prevalencia en
la poblacién general (mas de 1 millén de espafioles la padece) y aunque no es una urgencia vital
(puede ser crdnica) aumenta significativamente la mortalidad de los pacientes. El origen focal
consiste en la apariciéon de un foco ectopico que genera actividad eléctrica automatica. En otras
ocasiones se deben a alteraciones en la actividad del marcapasos fisioldgico (el nodo sinusal) que, o
bien aumenta marcadamente su frecuencia de disparo (taquicardia sinusal), o bien la disminuye
(bradicardia sinusal). Con mucho, el mecanismo que mayoritariamente da origen a las arritmias
cardiacas es la reentrada. En condiciones normales un impulso generado en el nodo sinusal muere
tras la activacion secuencial de auriculas y ventriculos, puesto que va quedando rodeado de tejido
que acaba de excitar y que se encuentra, por tanto, en periodo refractario. Sin embargo, en
condiciones especiales, el impulso puede persistir y reexcitar dos o mas veces el miocardio
(reentrada). La reentrada consiste, por tanto, en la perpetuacion de un impulso en forma de frente

de activacion que gira constantemente definiendo con su trayectoria un circuito cerrado (circuito de
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reentrada) y activando el miocardio adyacente en cada giro. Para que se inicie esta recirculacion es
necesario que el impulso se bloquee en una direccion (bloqueo unidireccional), obligando al frente
a invadir el circuito en el sentido contrario. El bloqueo se puede producir por la existencia de
discontinuidades entre células (desacoplamiento celular o fibrosis), por discontinuidades
macroscopicas del miocardio (debido a que éste se organiza en haces de fibras que convergen o
divergen en distintos en distintos puntos), o por la presencia de obstaculos inexcitables que pueden
ser anatomicos (las inserciones de las venas cavas o una escara quirtrgica o de un infarto previo) o
funcionales (tejido excitable que en un momento dado no lo es) (Delpon y Tamargo, 2005).

G. Mines y T. Lewis en 1914 y 1915, respectivamente, estudiando la activacion eléctrica
realizando los experimentos en anillos de medusa y en preparaciones cardiacas de tortuga
propusieron que para que se produjera la reentrada, el frente de activacion debia girar en torno a un
tejido inexcitable que actuaba como obstaculo anatomico (reentrada anatomicamente determinada.
P. ej. el flutter auricular) (Mines, 1914; Lewis, 1915). Posteriormente, Rosenblueth y Wiener
demostraron la existencia de circuitos en los que no estaba presente de dicho obstaculo (reentrada
funcionalmente determinada) (Rosenblueth y Wiener; 1946). En este caso el impulso gira en torno a
un area del miocardio que puede ser muy pequefla (< 1 cm) que en ese momento no es excitable.
Las células parcialmente despolarizadas (p.ej. por la isquemia o la fibrosis) o estimuladas
prematuramente antes de que completen la repolarizacion, en particular cuando hay diferencias en
la DPA entre areas adyacentes, pueden crear areas inexcitables. En estos circuitos no hay apenas
intervalo entre el frente de activacion y la estela de periodo refractario del giro anterior (circuitos
sin hiato excitable), de modo que se excita tejido sélo parcialmente repolarizado, por lo que la
velocidad de conduccion (VC) es muy lenta.

Ambos mecanismos no son excluyentes entre si y, de hecho, lo més probable es que puedan

coexistir (Nattel, 2002; Fuster y cols., 2006; Kourliouros y cols., 2009).

6.2. Evolucion de las teorias de reentrada

Dado que la arritmia de mayor prevalencia en la poblacion general es la FA durante los ultimos
60 afios se ha dedicado un ingente esfuerzo experimental para desentrafiar el mecanismo por el cual
ésta se genera y se perpetiia. Desde los estudios de llevados a cabo por el Dr. G. Moe, la teoria mas
aceptada es que la FA se genera por la reentrada del uno o varios impulsos en el miocardio
auricular. Por tanto, sirvanos la cronologia de las distintas teorias sobre la génesis de la FA para

ilustrar la evolucion de las teorias de la reentrada del impulso eléctrico.

121



Introduccion

El Dr. Moe propuso que la FA implicaba la activacion caoética, continua y desordenada de la
auricula por multiples frentes de onda (multiple wavelets theory) de longitud y direccion variables
(Moe., 1959). Seglin esta hipotesis, todo el miocardio auricular participaria en el mantenimiento de
frentes de activacion simultaneos que continuamente giran, se dividen, se fusionan o chocan entre si
extinguiéndose. Los frentes de onda se fraccionarian en “ondas hijas” que se autoperpetuarian,
propagéndose por las auriculas (Moe y cols., 1964). El soporte experimental de esta hipotesis fue
aportado por Allesie y cols., (Allesie y cols., 1985) que cartografiaron como la excitacion se
extendia por la auricula de perros durante la generacion de una FA rapida en presencia de ACh,
demostrando la existencia de multiples ondas de propagacién que provocaban una actividad
auricular turbulenta. Propuso ademads la hipotesis de leading circle en donde las ondas girarian
alrededor de un obstaculo funcional y el frente de onda se estableceria de tal forma que recorriese el
minimo trayecto para mantener la reentrada (Allesie y cols., 1985; Comtois y cols., 2005; Jalife,
2011; Pandit y Jalife, 2013). Un concepto importante para comprender la teoria de Allesie es el de
longitud de onda (propuesta originalmente por Wiener y Rosenblueth), que se define como la
distancia que recorre el impulso eléctrico durante un periodo refractario, siendo el producto del
periodo refractario por la VC. Para que la activacion auricular persista (y que el frente de onda
reexcite el miocardio) es necesario que el tiempo que el impulso tarda en recorrer el circuito sea
superior al tiempo que el tejido tarda en recuperar su excitabilidad (es decir, superior al periodo
refractario auricular). La coexistencia de periodos refractarios auriculares cortos y no uniformes y
de una VC intra-auricular lenta, aumenta el nimero de circuitos de reentrada y facilita el
automantenimiento de la fibrilacion.

El concepto tedrico de los rotores, producidos por ondas espirales, se desarrolld posteriormente
por Krinsky y cols. en la URSS y por Winfree en Reino Unido (Krinsky, 1966; Winfree, 1987),
concepto que se demostré en 1990 en musculo ventricular de ovejas por Davidenko y cols.
(Davidenko y cols., 1990).

Se denomina rotor a la reentrada generada por frentes curvos que gira en torno a un eje vertical
imaginario denominado pivote a gran velocidad. Los rotores generan frentes de excitacion a
frecuencias muy altas (>10 Hz) que invaden el resto del corazén de forma desorganizada y que
presentan conduccion fibrilatoria. Los rotores parecen tener un papel fundamental en la fibrilacion
tanto auricular como ventricular.

La teoria de los rotores nace de la observacion de reacciones quimicas en medios excitables
como la reaccion de Belousov—Zhabotinsky, claro ejemplo de la termodindmica del no equilibrio
(Belousov, 1958; Zhabotinsky, 1964), y estd muy influenciada por hallazgos obtenidos en

experimentos de imagen de flujos de [Ca®]; en oocitos de Xenmopus y por el resultado de
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simulaciones en modelos matematicos (Schotten y cols., 2011). El musculo cardiaco es un medio
excitable y como tal, comparte muchas de las caracteristicas observadas en este tipo de medios, en
cuanto a la propagacion de ondas espirales. Al mismo tiempo que Allesie desarrollaba su concepto
del leading circle, se desarrollaron experimentos quimicos y modelos matematicos que predecian
que el corazén podria tener actividad eléctrica que rotase alrededor de un obstaculo funcional
(Jalife, 2011). Aunque no universalmente aceptada, la teoria de los rotores se ha convertido en una
importante explicacion mecanistica de la fibrilacion (Skanes, 2009; Voigt y cols., 2010; Narayan y

cols., 2012).

La VC de un frente de excitacion en el miocardio (source/sink ratio) depende de la relacion
entre la intensidad de la corriente despolarizarte proporcionada por las células excitadas (source) y
la corriente necesaria para la excitacion de las células en reposo que el frente encuentra en su
avance (sink). Haciendo una aproximacion simplificada, en el caso de un frente lineal, cada célula

3

excitada es responsable de la despolarizaciéon de “una tUnica célula” por lo que este balance es
equilibrado y la VC del frente es unica y estable. Por el contrario, en el caso de un frente espiral, la

curvatura del frente implica que el numero de células en reposo que debe ser despolarizado por cada

ACTIVATION FRONT

Figura 11.40. Efectos electrotonicos del centro de rotacion (core) en la VC, duracion del potencial de acciéon
(DPA) y longitude de onda (WL). (A) Durante la reentrada, el frente de onda adopta una forma de espiral con un
incremento de la curvatura hacia el centro de rotacion (core); su VC disminuye gradualmente hacia el centro (flechas
gruesas), alcanzando un valor critico en las inmediaciones del core. Como resultado se establece un desajuste entre la
corriente despolarizante (principalmente /Na) suministrada por el frente de onda y la corriente electrotonica que es
controlada principalmente por /ki y necesaria para despolarizar las células en reposo dentro del centro de rotacion, que
permanece sin excitar. Como consecuencia, see genera un gradiente de voltaje entre el centro de rotacion sin excitar y la
periferia de las células excitadas, lo cual acorta la DPA (B), por lo tanto, la longitud de onda, VC y DPA cerca del core
es mucho mas pequeiia que lejos del centro de rotacion. [Adaptada de Vaquero y cols., 2008]
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célula excitada aumenta, de modo que la carga de la célula excitada debe repartirse entre varias
células para que el frente pueda avanzar. Esto implica que la VC disminuye y lo hara tanto mas
cuanto mayor sea la curvatura del frente. Por tanto, la VC de un frente espiral no es unica, sino que
disminuye progresivamente a medida que la curvatura del frente aumenta y nos acercamos al pivote
del rotor. De hecho, el pivote del rotor se mantiene en reposo a pesar de que el tejido sea excitable
(Fast y Kleber, 1997; Comtois y cols., 2005; Schotten y cols., 2011). Ademas, el pivote del rotor
tiene un poderoso efecto electrotonico, por lo que tiende a provocar un acortamiento de la DPA a
sus alrededores, lo que, junto con la baja VC, explica la corta longitud de onda en sus proximidades
(Figura 11.40) (Vaquero y cols., 2008; Schotten y cols., 2011; Jalife 2011).

En consecuencia, un frente de onda espiral no se puede definir por una tinica longitud de onda,

Figura I1.41. Formacion y fragmentacion de rotores. (A) Formacion de un rotor. Una onda alcanza un obstaculo
funcional (i) y empieza a circunvalarlo (ii). Si las condiciones de excitabilidad son las adecuadas, dos ondas hijas se
separan del obstaculo, generando una singularidad de fase (SF) en cada extremo roto (iii). Las ondas formadas se
curvan alrededor de las singularidades y empiezan a rotar (iv). (B) Modelo por ordenador de un rotor a altas frecuencias
en una monocapa de miocitos ventriculares. Se aprecia como las ondas que emanan del rotor se fragmentan, iniciando
una conduccion fibrilatoria. Los nimeros bajo cada fotograma indican milisegundos. [Adaptada de Vaquero y cols.,
2008]
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puesto que la VC y el periodo refractario no son iguales a lo largo de todo el frente, sino que
aumentan continuamente desde el eje hasta la periferia (Beaumont y cols., 1998; Jalife, 2011).

Los frentes de onda espirales procedentes de la formacion del rotor se propagan a través del
musculo cardiaco y chocan con obstaculos anatomicos o funcionales produciendo a su vez la
fragmentacion y formacion de nuevos frentes de onda (Figura I1.41) (Jalife y cols., 2002; Jalife y
cols., 2004, Vaquero y cols., 2008). Estas pueden acabar formando un nuevo rotor resultando en
una constante fragmentacion de ondas dependiente de la frecuencia (Berenfeld y cols., 2002; Jalife
y cols., 2005).

Un rotor necesita espacio suficiente para girar (elbow room); cuando dos rotores chocan, el de
mayor frecuencia absorbera al de menor frecuencia. Una vez iniciados, los rotores giraran a alta
velocidad generando una turbulencia eléctrica conocida como conduccion fibrilatoria. La
distribucion heterogénea de los canales idnicos en el miocardio hace que los rotores residan en areas
especificas cuya estructura, propiedades eléctricas y un periodo refractario corto promueva el

acoplamiento del rotor (Jalife y cols., 1998).

6.3. Los rotores en la génesis de la FA

Recientemente se ha publicado el primer estudio de mapeo espacio-temporal de la dinamica de
la FA en 49 pacientes que iban a ser sometidos a ablacion (Narayan y cols., 2012). Cuarenta y siete
de los 49 pacientes presentaban rotores estables, y 11 de los 49 mostraban ademas focos
automaticos que provocaban conduccion fibrilatoria a su alrededor. Las tres cuartas partes de las
fuentes fibrilatorias se localizaban en la Al donde se encontraban las frecuencias dominantes. Este
resultado concuerda con los datos experimentales obtenidos mediante andlisis espectral de alta
resolucion, que muestran que la pared posterior de la Al es la que alberga las fuentes con actividad
espacio-temporalmente organizada mas rapida. (Mandapati y cols., 2000; Kalifa y cols., 2006). Los
frentes de onda generados por estas fuentes adquieren patrones de conduccion espacialmente
complejos a medida que se acercan a la AD, y en conjunto, se manifiestan como un patréon de
conduccion fibrilatoria (Berenfeld y cols., 2002). Por tanto, el avance tecnoldgico ha permitido
demostrar que en algunos tipos de fibrilacion existe un patrén organizado en la actividad eléctrica
que es camara-dependiente y que no concuerda con la activacion cadtica propuesta por la teoria de
los multiples frentes de onda (Jalife, 2003). Diversos estudios en modelos animales de fibrilacion
sugieren que la Al es la auricula principalmente implicada en el mantenimiento de la misma. Dos
estudios en un modelo ovino de FA crdnica y en un modelo canino de FA paroxistica (Morillo y

cols., 1995; Skanes y cols., 1998; Mansour y cols., 2001) demostraron que las frecuencias mas
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rapidas ocurrian en la pared posterior de la Al y que existia un gradiente de frecuencia AI-AD. De
hecho, la frecuencia dominante aumenta en el paso de la FA paroxistica a persistente (Berenfeld y
Jalife, 2014).

Un estudio en pacientes que iban a ser sometidos a ablacion quirargica de las VP llevado a cabo
por el grupo de Lazar y cols. (Lazar y cols., 2004) obtuvo las siguientes conclusiones: 1) que existe
un gradiente de frecuencias AI-AD, en consonancia con los resultados en modelos experimentales y
2) que este gradiente desaparecia cuando la FA se mantenia durante mds de un mes, lo que se
atribuia a un aumento de la frecuencia de la AD hasta hacerse similar a la de la Al

La razén por la cual la Al alberga las fuentes con mayores frecuencias todavia no se comprende
del todo. Probablemente la causa sea multifactorial, por lo que es necesario el estudio de las
propiedades especificas de la Al. Estas propiedades pueden resumirse en: a) la Al estd expuesta a
una mayor presion intracavitaria y por lo tanto sus paredes y musculos son mas gruesos y
heterogéneos que los de la AD; b) Las VP estan localizadas en la Al; c) los bordes del fasciculo
septopulmonar de la pared posterior de la Al forman una barrera tridimensional efectiva que
dificulta la propagacion de los impulsos eléctricos prematuros generados en las VP (Hocini y cols.,
2010). A medida que se desplazan por la auricula, algunas de estas ondas pueden romperse,
iniciando el proceso de reentrada; d) la rica inervacion de la pared posterior de la Al , ya que en
muchos pacientes, los paroxismos de fibrilacion son iniciados por descargas simpaticas o vagales
(Sarmast y cols., 2003; Shen y cols., 2012); e) los procesos de dilatacion y estiramiento establecen
las condiciones para la formacion de los rotores primarios en la pared posterior de la Al (Kalifa y
cols., 2003; Yamazaki y cols., 2009); f) la edad, la disfuncién diastolica, el remodelado eléctrico y
la fibrosis establecen el sustrato ideal para la fibrilacion (Swartz y cols., 2009; Lubitz y cols., 2010;
Savelieva y cols., 2010); g) los PAs de la Al son mas breves que los de la AD y, ademas, el
remodelado eléctrico asociado a la FA acorta mas la DPA de los PAs de la Al que la de los de la
AD (Gonzalez de la Fuente y cols., 2013). Todos estos procesos tienden a ser mas marcados en la
Al que en la AD (Swartz y cols., 2009).

Sin embargo, no existian apenas datos en cuanto a las posibles diferencias en las propiedades
electrofisiologicas entre los miocitos de ambas auriculas que pudieran explicar por qué las fuentes
de origen de la FA y la mayor frecuencia de la actividad aparecen en la Al. Hasta la fecha, la mayor
parte de los datos en lo que respecta a las diferencias en las caracteristicas eléctricas entre ambas
auriculas proviene de estudios con animales de experimentacion. Un estudio en un modelo de raton
(Nygren y cols., 2004) determin6 que la DPA era mas corta en los miocitos de la Al que en los de la
AD. Otro estudio en perros (Li y cols., 2001) demostré una mayor densidad de Ik, en los miocitos

de la Al que en los de la AD y no encontré diferencias significativas en ninguna de las demas
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corrientes estudiadas. En otro estudio en ratén (Lomax y cols., 2003) se comparaban las corrientes
tiempo- y voltaje-dependientes de K™ de ambas auriculas, siendo mayores en la Al que en la AD, lo
que justificaba que la DPA registrada fuera significativamente mas corta en los miocitos de la Al
que en los de la AD. En lo que respecta a los humanos, un estudio que comparaba la Ix; de la AD y
la Al de pacientes con FA paroxistica y en RS (Voigt y cols., 2010), concluyé que existe un
gradiente AI-AD de densidad de /x; que probablemente contribuye a la existencia de focos de
actividad a altas frecuencias en la Al de los pacientes con FA paroxistica, ya que un aumento en la
densidad de la Ix; abrevia la DPA e hiperpolariza los miocitos auriculares, aumentando la
disponibilidad de canales de Na', lo que facilita la estabilizacion y la aceleracion de los rotores que
mantienen la FA. En el afo 2010 un estudio de nuestro grupo de trabajo comparo las corrientes
repolarizantes de los miocitos de la Al con los de la AD de pacientes con FA cronica (Caballero y
cols., 2010b). Los datos permitieron concluir que existen unas notables diferencias fisioldgicas en
las propiedades eléctricas de ambas auriculas (diferencias inter-auriculares) asi como entre los
miocitos de cada auricula (intra-auriculares). La FA por su parte aumenta dicha disparidad creando
un gradiente entre la AD y la Al en lo que respecta a la densidad de la /,, mientras que abole el
gradiente fisiologico AD-AI en lo que respecta a la Ix,.. A su vez, aumenta, multiplicando por casi
3, la densidad de la ks lo que contribuye de forma critica al acortamiento de la DPA en ambas

auriculas.

6.4. Papel de los canales ionicos

Muchas evidencias demuestran que la interaccion entre la Ix; y la I, controla la formacion,
estabilidad y frecuencia de los rotores. La Ic,r también parece jugar un papel en el control de la
frecuencia de los rotores y en el paso de FV a taquicardia ventricular. Por lo que respecta a las
corrientes de salida de K" dependientes de voltaje parece importante el papel de la Ixs en la
estabilizacion de los rotores (Caballero y cols., 2010b).

El papel fundamental de la Ix; se ha demostrado tanto en modelos computacionales como en
animales. La Ix; se encuentra aumentada en pacientes con FA, debido a un marcado 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, que podria explicarse por alteraciones en el grado de
desfosforilacion del canal (Michael y cols., 2009; Workman y cols., 2001; Dobrev y cols., 2001;
Gaborit y cols., 2005; Voigt y cols., 2010). En modelos animales la inhibicion de la Ix; con BaCl,
detenia o frenaba la la FV (Warren y cols., 2003). Simulaciones computacionales para estudiar las

consecuencias del aumento de la Ix; muestran rotores mas rapidos que se desplazan menos y mas
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estables (Pandit y cols., 2005). La estabilizacion de los rotores se debia a un acortamiento de la
DPA y un aumento de la excitabilidad cardiaca por una mayor disponibilidad de la Ix,, producida a
su vez por la hiperpolarizacion del potencial de membrana de reposo (Tabla I1.9). Esto mismo se
demostrd posteriormente en ratones transgénicos donde la Ix; se sobreexpresaba: los rotores se
mantenian extremadamente rapidos (50-60 Hz) durante mas de 100 minutos, mientras que los
rotores generados en los animales control tenian una frecuencia de giro mucho mas lenta (10-20 Hz)
y duraban menos (10 segundos) (Li y cols., 2004; Pandit y cols., 2005; Noujaim y cols., 2007b)
(Figura 11.42). Estos datos estimularon la busqueda de firmacos que pudieran inhibir de forma

selectiva la Ix;. Por ello, se describieron los determinantes moleculares de los fArmacos capaces de

>

TRANSGENICO

Voltage (mV)

Figura I1.42. Consecuencias de la sobreexpresion transgénica de Ix; en las caracteristicas del PA, reentrada,
longitud de onda y frecuencia. (A) Simulacién de un PA de un miocito ventricular de raton WT. (B) Simulacion de un
PA de un miocito ventricular de ratdn transgénico (TG) (gris) sobrepuesto encima de un PA de un miocito ventricular
de raton WT (negro), donde se observa una aceleracion de la repolarizacion en la fase 3 en el PA transgénico respecto al
WT. (C) Simulacion de la reentrada capa de miocitos ventriculares de raton WT y (D) transgénico. La sobreexpresion
de Iy, reduce la extension especial del estado excitado (longitud de onda) e incrementa la frecuencia de rotacion (WT,
13 Hz; TG, 40 Hz). [Adaptada de Vaquero y cols., 2008]
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unirse a los receptores farmacolédgicos presentes en los canales Kir2.1-2.3 (Gémez y cols., 2008;
Caballero y cols., 2010a; Amords y cols., 2013).

El gradiente de frecuencias que existe entre la AD y la Al en la FA en presencia de acetilcolina
se debe a distintas densidades de la Ixach en ambas camaras (Sarmast y cols., 2003). La activacion
de la Ixach produce una aceleracion y estabilizacion del rotor en FA aguda (Sarmast y cols., 2003;
Atienza y cols., 2006) aunque en FA crénica, su papel es insignificante comparado con la /x;.

La corriente Iy, determina la excitabilidad cardiaca y el inicio del potencial de accion y es la
principal corriente que conduce el frente de onda en su propagacion normal, y también cuando se
produce un rotor. El papel de la Iy, en la dindmica de los rotores se ha analizado directamente
usando TTX (Mandapati y cols., 1998; Kneller y cols., 2005), o indirectamente elevando las
concentraciones de K extracelular (Pandit y cols., 2010; Pandit y cols., 2011) o simulando
condiciones de isquemia (que limita la disponibilidad de la corriente por despolarizar el Em)
(Mandapati y cols., 1998). En todos los casos, la inhibicion de la Iy, termina los rotores eliminando
la fibrilacién por tres mecanismos: 1) por un alargamiento del centro de rotacidon (core); 2) por
pérdida de capacidad del rotor de anclarse a obstaculos funcionales, que termina por extinguirse en
los limites; y 3) por una disminuciéon del nimero de ondas secundarias que serian capaces de

generar nuevos rotores (Kneller y cols., 2005) (Tabla I1.9).

Tamaiio
Corrientes Accion Frecuencia Estabilidad
del “core”

Inhibicién

| (cerca del
Aumento
“core”)

Inhibicién

Inhibicién ) ) A(“plateau”)

Inhibicién

Inhibicién

Tabla I1.9. Efectos de cada corriente i6nica por separado en la dinamica de los rotores. VC, “core” (centro de
rotacion), WL (longitud de onda). [Adaptada de Vaquero y cols., 2008]
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La concentracion de calcio intracelular parece importante en el inicio de la actividad espontanea
en TdP y en arritmias hereditarias como la taquicardia ventricular polimodrfica catecolaminérgica,
que puede ser el inicio de rotores y fibrilaciéon (Choi y cols., 2002; Cerrone y cols., 2007). Sin
embargo el papel de la Ic,1. es controvertido. Algunos autores muestran que el inhibicion de la
corriente con verapamilo produce una estabilizacioén de los rotores por una mayor fragmentacion de
las ondas, y convierte la FV en taquicardia ventricular; mientras que otros estudios atribuyen estos
efectos a la inhibicion de la corriente k. también inhibida por el verapamilo a esas concentraciones
(Zhang y cols., 1999; Noujaim y cols., 2007a; Noujaim y cols., 2007b) (Tabla I1.9).

Por lo que respecta a las corrientes de salida de K", (Pandit y cols., 2005), el grupo de Jalife
demostrd que el rotor se terminaba inhibiendo selectivamente en un 90% la corriente auricular
ultrarrdpida de rectificacion tardia /g, o la corriente transitoria de salida I, pero no los
componentes rapido y lento de la corriente de salida de K con rectificacion tardia I, e Ixs La
prolongacion del potencial de accion auricular producido por esta inhibicion produjo la parada del
rotor. Ademas a pesar de que la inhibicién de la I, e Ixs no produjese el fin del rotor, la inhibicién
de ambas a la vez, si. El hecho de que la inhibicion de la Ik, por si solo sea capaz de terminar el
rotor es especialmente interesante ya que es una corriente especifica de la auricula y se puede evitar
asi los efectos proarritmicos como las TdP asociadas a la inhibicion de la Ik, (Nattel, 1998; Nattel y

cols., 1999) (Tabla I1.9).

6.5. Futuro, implicaciones y perspectivas

Visto el grado de implicacion de las distintas corrientes, especialmente la Iy, € Ik, en las
arritmias fibrilatorias, parece fundamental encontrar firmacos antiarritmicos eficaces que puedan
modificar estas corrientes, y por tanto el funcionamiento de los rotores. La inhibicion de estas
corrientes puede tener efectos en la frecuencia y velocidad de los rotores.

Noujaim y cols. compararon los efectos de la cloroquina y la quinidina en el bloqueo de los
rotores. Si bien ambos conseguian reducir la frecuencia de los rotores en ratones que
sobreexpresaban Ix; (de 48 Hz a 28 Hz con la quinidina y a 4 Hz con la cloroquina) solo la
cloroquina era capaz de volver a ritmo sinusal en todos los casos estudiados. El éxito de la
cloroquina para terminar la fibrilacion se atribuye a una unién a Kir2.1 mas estable a la parte
citoplasmatica. La cloroquina ademds parece inhibir preferentemente la Ix; (Ixi>Ixe>Ina>Icar)
(Sanchez-Chapula y cols., 2001). Sin embargo, hay evidencias de que la quinidina bloquea también

la Ina, Icar, Tios Ikrs Ixs, Ixkur, © Ix1 (Clark y cols., 1995). En otros modelos como el de oveja, la
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cloroquina también redujo la frecuencia de los rotores y restaur6 el ritmo sinusal (Filgueiras-Rama
y cols., 2012).

Los datos en distintos modelos animales sobre la eficacia de la inhibicion de la Iy, para
producir el cese de los rotores (Comtois y cols., 2008) son controvertidos. Algunos sugieren que los
bloqueantes de los canales de sodio son inefectivos para terminar la fibrilacion porque reducen la
longitud de onda disminuyendo la conduccion (Nattel, 2002). De hecho, no solo no terminarian la
fibrilacion sino que la mantendrian (Asano y cols., 1997) o incluso convierten la fibrilacion en
taquicardia (Pandit y Jalife, 2013). Sin embargo, otros estudios demuestran su eficacia para prevenir
y terminar la FA atn sin aumentar la longitud de onda (Wijffels y cols., 2000). El hecho cierto es
que tanto flecainida como propafenona (los mas potentes inhibidores de los canales de Na") son los
farmacos de eleccion para la cardioversion farmacoldgica de la FA de reciente comienzo en
pacientes sin patologia estructural por su seguridad y eficacia.

Otro estudio del grupo de Kodama muestra los beneficios antiarritmicos de enfriar el miocardio
ya que reduce la frecuencia y desestabiliza los rotores que acaban por extinguirse (Yamazaki y

cols., 2012).
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Tal y como se ha mencionado existe una modulacion reciproca positiva entre los canales Nav1.5
y Kir2.1. De esta forma el aumento o la disminucion en la expresion de canales Kir2.1 produce un
aumento o disminuciéon en la expresion de canales Navl.5 y, viceversa. Este hallazgo tiene
importantisimas repercusiones funcionales. El paradigma aceptado hasta ahora en Fisiologia es que
la excitabilidad cardiaca depende de la magnitud de la In, y, ésta a su vez, del nivel de potencial de
reposo. El potencial de reposo por su parte, como ya se ha mencionado, depende de la magnitud de
la Ix;. La modulacion reciproca del nivel de expresion de canales Navl.5 y Kir2.1 implica que la
relacion entre las corrientes In, € Ix; no soélo es funcional. Mdas atin, hoy en dia se acepta que la In, y
la Ix; determinan de forma critica la estabilidad y velocidad de giro de los frentes de reentrada
espirales (rotores) responsables de la génesis de las arritmias fibrilatorias tanto a nivel auricular

como ventricular. Sin embargo, es importante destacar que hasta el momento_se desconocen los

determinantes moleculares v los mecanismos celulares responsables de la modulacion reciproca

positiva. Por otra parte, también se desconoce si se produce modulacidn reciproca positiva entre los

canales Navl.5 y los Kir2.2 y Kir2.3. Este hecho tiene una gran relevancia funcional, considerando

que la Ix; ventricular es generada por canales Kir2.1/Kir2.2, mientras que en la /x; auricular los
canales Kir2.3 parecen jugar un papel predominante. Por otro lado, se ha descrito que las proteinas
de anclaje (scaffolding proteins) SAP97 y ol-sintrofina determinan la localizacion y regulan la
funcién de los canales Nav1.5 y Kir2.x en los miocitos cardiacos. Estas proteinas de anclaje se unen,
a través de sus dominios PDZ, a las secuencias consenso S/T-X-V/I/L, que se encuentran
localizadas preferentemente en el extremo C-terminal de los canales. De hecho, SAP97 se une con
la misma afinidad a los tres canales de la familia Kir2.x, mientras que la ol-sintrofina, se une con

mayor afinidad a Kir2.1 y Kir2.2 que a Kir2.3. Por tanto, dada la importancia de dichas proteinas de

anclaje en la expresion v funcion de los canales Navl.5 v Kir2.x, nuestra hipotesis es que podrian

estar involucradas en la modulacion reciproca positiva.

Considerando los antecedentes expuestos, el Objetivo GENERAL de la presente TESIS
DOCTORAL es identificar los determinantes moleculares y los posibles mecanismos celulares
responsables de la modulacion reciproca positiva entre canales Navl.5 y Kir2.1 y, si la hubiere,
entre canales Navl.5 y Kir2.2/Kir2.3. Para ello se han realizado experimentos de electrofisiologia,
asi como experimentos de biologia molecular (co-inmunoprecipitaciones, ensayos de ligacion por

proximidad, etc) en lineas celulares de mamifero y en miocitos cardiacos.
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Los OBJETIVOS ESPECIFICOS de la presente TESIS DOCTORAL son:

1. Analizar los efectos de la expresion de los canales cardiacos humanos Nav1.5 sobre la corriente
Ik, generada por homo- y heterotetrameros de los canales cardiacos humanos Kir2.1, Kir2.2 y

Kir2.3 en sistemas de expresion heter6logos.

2. Identificar el papel de las proteinas de anclaje ol-sintrofina y SAP97 en la modulacion reciproca
positiva entre canales Navl.5 y Kir2.x en sistemas de expresion heterdlogos, en miocitos

ventriculares de rata y en muestras auriculares humanas y de tejido cardiaco de ratdn, rata y cobayo.

3. Determinar la repercusion funcional de la modulacion reciproca positiva entre los canales Nav1.5
y Kir2.x en miocitos auriculares de pacientes en ritmo sinusal y con fibrilacion auricular crénica en

los que la Ix; aumenta como consecuencia del remodelado eléctrico.
4. Identificar los determinantes moleculares de la modulacién reciproca positiva entre canales

Navl.5 y Kir2.x utilizando diversos mutantes localizados en los dominios N- y C-terminales de

dichos canales.
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Material y Métodos

1. TECNICA DE FIJACION DE VOLTAJE EN PARCHE DE MEMBRANA (PATCH-
CLAMP)

La técnica de fijacion de voltaje comenzd a utilizarse en los afios 80 para el registro de
corrientes i0nicas 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 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” de =2 GQ) entre la luz
de una micropipeta de vidrio y la membrana de una célula (Figura IV.1). La micropipeta se llena
con una solucion iénica (“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 IV.2):

a) Configuracion de parche sobre célula entera, cell-attached u on-cell patch.
b) Configuracion de célula entera o whole-cell patch.
c) Configuracion de parche interior-fuera o inside-out patch.

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

Figura IV.1. Formacién de un sello de alta
resistencia. Se muestran una micropipeta de vidrio y
una célula CHO 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 succion, 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 configuracion de “parche
de membrana sobre célula entera” (cell-attached u on-cell patch) que permite el registro de la

corriente idnica unitaria o microscopica (i), generada por la activacion de un unico canal (single
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channel) presente en el parche de membrana. Esta configuracion presenta la ventaja de ser la mas
fisiolégica de las cuatro mencionadas porque no modifica el medio intracelular y es la mas

adecuada para estudios que requieran la participacion de todos los sistemas celulares moduladores

Contenido de la pipeta

O
Solucion externa Solucion interna

Cell-attached

Whole-cell

y Succion
Elevacion

Inside-out Elevacion

Elevacion

Outside-out

Figura IV.2. Configuraciones de la técnica de patch-clamp. Diagrama que ilustra la metodologia para conseguir las
diferentes configuraciones de los sellos mediante la técnica de patch-clamp.
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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 PR celular en 0 mV.

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 ruptura 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 comparacién con el volumen intracelular, 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 E,, al valor deseado y, tras la aplicacion de los protocolos
experimentales adecuados, registrar la corriente ionica resultante de la actividad de todos los
canales presentes en la membrana celular o corriente macroscopica (/). Esta configuracion permite
controlar y modificar a voluntad el medio intracelular, pero también diluye los mediadores
intracelulares responsables de la regulacion de los canales idnicos. Para minimizar este problema, la
solucién interna de la micropipeta se complementa con ATP y otros mediadores que, en
condiciones fisioldgicas, mantienen la funcion de los canales idnicos. Otra posibilidad para
minimizar la dilucién de los mediadores celulares es utilizar la configuracion de “parche de
membrana perforado”. Para ello, se afiade a la solucidon interna un antibidtico (nistatina o
anfotericina B) que, una vez que se ha formado el sello de alta resistencia, 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
minutos, momento en el se empieza a registrar la corriente i6nica objeto de estudio.

Partiendo de la configuracion de parche de membrana sobre célula entera (cell-attached), 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 ultima configuracion es la de “parche de membrana exterior-fuera” (outside-out patch) que
se obtiene a partir de la configuracion de célula entera (whole-cell). 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 y macroscopicas en macroparches. Ambas son adecuadas para el estudio del mecanismo
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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
io6nicos del contenido citosoélico que modula su actividad.

En la presente Tesis Doctoral, la Ikinx, la Ixi, 1a Inavis ¥ 12 Ina fueron registradas utilizando la

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

2. REGISTRO DE Iy 5 E Inayi.s EN SISTEMAS DE EXPRESION HETEROLOGOS

En esta Tesis Doctoral hemos utilizado como sistema de expresion heterdlogo células de ovario
de hamster chino (CHO). Son lineas celulares de mamifero en las cuales se transfectaba de forma
transitoria el ADN complementario (ADNc) de los canales Kir2.x y Navl.5 de humano (hKir2.x y

hNav1.5) (WT y mutantes), asi como proteinas accesorias.

2.1. Mutagénesis dirigida de los canales hKir2.x y hNavl.5

El vector de expresion con el ADNc del canal hKir2.1 WT fue proporcionado por el Dr. J.
Jalife, de la Universidad de Michigan (Ann Arbor, MI, EEUU). El canal hKir2.1 WT fue clonado
de tejido humano, amplificado mediante PCR e incorporado al vector pcDNA3.1 para su expresion
en lineas celulares de mamifero (Priori y cols., 2005).

El vector de expresion con el ADNc del canal hKir2.3 fue proporcionado por el Dr. J. A.
Sanchez-Chapula, de la Universidad de Colima (Colima, Méjico). El canal fue amplificado por PCR
e incorporado al vector pcDNA3.1 para su expresion en lineas celulares de mamifero (Rodriguez-
Menchaca y cols., 2008).

El vector de expresion pCMV6-XL4 con el ADNc del canal hKir2.2 fue adquirido en la
empresa Origene (USA).

Los vectores de expresion con el ADNc de la subunidad a del canal de sodio cardiaco (Navl.5)y
la subunidad B1 fueron proporcionados por la Dra. Connie R. Bezzina (Universidad de Amsterdam,
Holanda). Las subunidades fueron amplificadas por PCR e incorporadas al vector pCGI para su
expresion en lineas celulares de mamifero (Casini y cols., 2007; Watanabe y cols., 2008).

Todas las mutaciones de los canales hKir2.x y hNav1.5 (Tabla IV.1) se realizaron con el kit
QuikChange Site-Directed Mutagenesis (Stratagene, La Jolla, CA, EEUU) y fueron confirmadas
mediante la secuenciacion completa y en ambas direcciones de la region codificante de las dos

cadenas de ADN. El plasmido que codificaba para el extremo N-terminal (Nter) de la subunidad o
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del canal de sodio cardiaco (132 aminoacidos) fue disefiado mediante la sustitucion del codon que

codifica para el aminoacido 133 (TTC) por un codon stop (TAG).

Proteina Mutaciones Objetivo

Estudio del dominio de union a

Kir2.1 p.E426A, p.E426S-1427V
PDZ

Kir .2 P E432A Estudio del dominio de union a
PDZ

Kir2.3 P A444E Estudio del dominio de union a

PDZ

Estudio del dominio de union a
APDZ, p.S20A, p.S20A-APDZ
Navl.5 PDZ

F133stop Péptido N-terminal

Estudio de los determinantes
moleculares del posible dominio
Nter Navl.5 R18A, E19A, S20A, L21A, S20D
de unién a PDZ en el Nter de

Navl.5

Tabla IV.1. Mutantes de Kir2.x y Navl.5 que se disefiaron en nuestro laboratorio para la realizacion de la
presente Tesis Doctoral. Las mutaciones separadas por “—” estan contenidas en el mismo plasmido. La mutacion
APDZ se refiere a la eliminacion del motivo de unidon a dominios PDZ en Nav1.5 (3 ultimos aa, SIV).

2.2. Cultivo y transfeccion de los canales hKir2.x y hNav1.5 en células CHO

Para el cultivo de las células CHO se emplearon placas de 60 mm de didmetro con medio Ham-
F12 suplementado con suero fetal bovino al 10% y una mezcla de antibidticos (100 U/mL de
penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina) (Caballero y cols., 2010a; Amoros y cols., 2013; Dolz-
Gaiton y cols., 2013; Gomez y cols., 2014). Todas las lineas celulares se mantenian a 37°C en una
atmosfera de CO; al 5% y se pasaron cada 4-5 dias mediante un breve tratamiento con tripsina (0.5
mg/ml) (Caballero y cols., 2010a; Amoros y cols., 2013; Dolz-Gaitéon y cols., 2013; Gomez y cols.,
2014).

Para el estudio electrofisiologico, las células CHO se transfectaron de forma transitoria con el

vector de expresion que contenia el gen del canal hKir2.x (WT o mutante) (1.6 pg) solo o junto con
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el canal hNav1.5 (WT o mutante) y hNavB1 (1.6 pg) (Nav1.5-) mas el ADNc que codifica para el
antigeno CD8 (0.5 pg).

Los experimentos de coexpresion (Kir2.1/Kir2.2, Kir2.1/Kir2.3, Kir2.2/Kir2.3) se llevaron a
cabo usando una relacion de 0.5:0.5 o de 0.5:0.5:1:1 cuando se cotransfectaban Nav1.5-f. Las
cinéticas de activacion obtenidas gracias al ajuste de una ecuacién monoexponencial al trazo de
corriente registrado a -120 mV de los tres canales Kir2.x homotetraméricos, son significativamente
distintas entre si, de tal forma que la cinética de activacion mas lenta es la de Kir2.3. Debido a esta
caracteristica, las cinéticas de activacion de las corrientes generadas por heterotetrameros de Kir2.x
son intermedias respecto a las cinéticas de las corrientes generadas por canales homotetraméricos.
En estos experimentos Unicamente se consideraron como validos aquellos cuyas corrientes tenian
una cinética de activacion intermedia.

Las células CHO representan un buen modelo para el estudio de canales de K', ya que no
presentan ninguna corriente de este tipo (Yu y Kerchner, 1998). Sin embargo, si presentan una
pequefia proporcion de canales de Na” endogenos (Lalik y cols., 1993), aunque la amplitud de las
corrientes generadas a través de los mismos es demasiado pequefia para interferir en el registro de
las corrientes de K™ y Na' generadas por los canales hKir2.x y hNav1.5.

Para la transfeccion se utilizo el método del XtremeGENE HP (Roche Diagnostics, Barcelona,
Espaiia). Este método de transfeccion consiste en la incubacion de una mezcla de XtremeGENE HP,
del vector o vectores de expresion con el gen del canal y del ADNc del antigeno de superficie CD8
expresado en el vector EBOpcD Leu-2 (0.5 pg), en presencia de medio de cultivo Ham-F12 sin
suero y sin antibiotico. El XtremeGENE HP estd compuesto por una mezcla de lipidos que propicia
que el ADNCc se incorpore a las células y permitir asi la expresion en la membrana de los canales
objeto de estudio. Con estos vectores de expresion, una mezcla con una relacion de 3 volimenes de
XtremeGENE HP (en L) por cada volumen de ADNc (en pg) se demostré como la mejor para
obtener la mayor cantidad de células transfectadas. Tras incubar la mezcla durante 30 minutos, ¢ésta
se afnadia a las células CHO mantenidas en medio Ham-FI12 con suero y con antibidtico,
permitiendo que el ADNc adherido al XtremeGENE HP se introdujese en las células. Transcurridas
48 horas, tiempo durante el cual se producia la transcripcion del ADNc y la expresion en la
membrana de los canales, las células se barrian de la placa con rascadores de goma, procedimiento
mediante el cual la mayoria de las células permanecen intactas. Tras dejar reposar la suspension de
células durante 1 hora a temperatura ambiente, se comenzaban los experimentos electrofisiologicos
durante las 12 horas siguientes (Caballero y cols., 2010a; Amords y cols., 2013; Dolz-Gaiton y
cols., 2013; Gomez y cols., 2014).
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Para la seleccion de las células que habian incorporado los vectores, €éstas se incubaron con una
solucioén de microesferas de poliestireno unidas a anticuerpos anti-CD8 (Dynabeads M-450; Dynal,
Oslo, Noruega). Los anticuerpos anti-CD8 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 (Caballero y cols., 2010a; Amorés y cols., 2013; Dolz-Gaitén y cols., 2013;
Goémez y cols., 2014). 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 I'V.3).

Figura IV.3. 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).

2.3. Silenciamiento de SAP97 y al-sintrofina en cé¢lulas CHO

Hace casi 20 afios se describio por primera vez el uso de dsRNAs (double stranded RNA, ARN
de doble cadena) como RNAi (RNA interference, ARN de interferencia) para el silenciamiento de un
determinado gen en Caenorhabditis elegans (Fire y cols., 1998). Poco después se observo que los
dsRNAs eran procesados a siRNAs (small interferente RNAs), que son los ARNs de doble cadena de
unos 25 nucleétidos de longitud, realmente encargados de inhibir la expresion de genes (Hamilton y
cols., 1999; Zamore y cols., 2000). Posteriormente, se demostré que se podian silenciar genes de
células en cultivo mediante la transfeccion de siRNAs sintéticos con agentes lipidicos (Elbashir y
cols., 2002). En ese mismo afio se utilizaron por primera vez shRNAs (short hairpin RNAs), que son
duplex de siRNAs unidos por una horquilla y sintetizados por la propia célula como una sola hebra
de ARN a partir de ADNc introducido en un pldsmido, para inhibir la expresion de genes (Yu y
cols., 2002). Dado que los miocitos tienen un bajo indice de transfeccion al utilizar agentes
lipidicos, el silenciamiento de genes en estas células se suele llevar a cabo mediante la infeccion

con virus que codifican para shRNAs (ver apartado 4.2), mientras que el silenciamiento de genes en
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lineas celulares como CHO se puede hacer perfectamente transfectando siRNAs sintéticos con
LipofectAMINE 2000. Por lo tanto, para el silenciamiento de al-sintrofina y SAP97 en células
CHO, se transfectaron diferentes siRNAs obtenidos a partir de la secuencia de al-sintrofina (Acc.
No. XM _003501150.1) y de secuencias conservadas entre isoformas de SAP97 (Tabla IV.2), a una
concentracion final en placa de 50 nM con LipofectAMINE 2000 (Invitrogen, USA). Como control
de silenciamiento se utilizé un siRNA control negativo universal de Sigma (SIC001) a 50 nM. Los
experimentos de western blot demostraron que las proteinas se silenciaban en una proporciéon mayor
al 70% a las 24 horas de la transfeccion. Por tanto, los experimentos de electrofisiologia se llevaron

a cabo 24 horas después de la transfeccion.

Proteina siRNA Secuencia sentido ( 5’- 3°) Secuencia antisentido ( 5°- 3°)

siRNA1 SNTA1 GAGGUCUCACCGUAUUUCA UGAAAUACGGUGAGACCUC

al-sintrofina | .o\1 )5 GNTAT CCUUGAAGAUGGCAUAUGU ACAUAUGCCAUCUUCAAGG
SiRNA3 SNTAI CUGAGCAGGCCAGCCCGUA UACGGGCUGGCCUGCUCAG
SiRNA1 DLG1 AGACAGCUUGGAGACACCAACUUAU AUAAGUUGGUGUCUCCAAGCUGUCU
SiRNA2 DLGI1 CCCAGGAUGGAAGAUUGCGAGUAAA UUUACUCGCAAUCUUCCAUCCUGGG

SAP97

S§iRNA3 DLG1 CCUAGCAGUGAAUAGUGUAUGUUUA UAAACAUACACUAUUCACUGCUAGG
siRNA4 DLG1 CAACCAUCUGUAUGGAACAAGUGUU AACACUUGUUCCAUACAGAUGGUUG

Tabla IV.2. Secuencias de los siRNAs utilizados para silenciar SAP97 (DLG1) y al-sintrofina (SNTA1) en células
CHO.

2.4. Técnicas de registro en sistemas de expresion heterologos

Para el registro de Ikinx ¥ Inavis en células CHO se colocaba una alicuota de la suspension de
las células transfectadas en una cdmara de 0.5 ml montada sobre la platina de un microscopio
invertido (Nikon TS100; Nikon Co., Tokio, Japén). Después de asentarse en el fondo de la camara,
las células fueron perfundidas con solucidn externa (ver composiciéon mas adelante) a una velocidad
de flujo de =1 ml/minuto. Las corrientes se registraron a temperatura ambiente. Para la obtencion de
los registros se utilizd un amplificador Axopatch 200B (Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
EEUU). La generacion de protocolos, la adquisicion de datos y el analisis de los mismos fueron

llevados a cabo mediante el uso del software PCLAMP 9.0 y de sus aplicaciones CLAMPEX y
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CLAMPFIT (Molecular Devices). Las micropipetas empleadas en los registros fueron obtenidas a
partir de tuboscapilares 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, CA, EEUU). Posteriormente,
las puntas de las micropipetas fueron 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 que se rellenaban con la solucidn interna y se sumergian en la
solucion externa, era inferior a 3.5 MQ para el registro de Ikinx 0 inferior a 1.5 MQ para el de
Inavis. Los artefactos de corriente capacitativa generados al aplicar pulsos simétricos de 10 mV
fueron registrados a 50 kHz, filtrados a 10 kHz y posteriormente utilizados para el calculo de la
capacitancia, la resistencia de acceso y la impedancia de entrada a la célula. Posteriormente se
optimizaron la capacitancia y las resistencias en serie; en la mayor parte de los casos se obtuvo una
compensacion en torno al 80%. La resistencia de acceso no compensada y la capacitancia de las
células CHO fue de 1.9+0.1 MQ, y 10.6+£0.85 pF, respectivamente (n=717), mientras que la
amplitud maxima media de la Kin.1, kirn2, Iki23, € INavis @ -120 mV fueron de -1.2+0.1 (n=31), -
0.7£0.1 (n=25), -0.3+0.03 nA (n=21), y -1.7£0.2 nA, respectivamente. Por tanto, en nuestras
condiciones experimentales los errores de voltaje debidos a las resistencias en serie fueron minimos

(<5 mV). Ademas la baja capacitancia permitio un rapido control en la fijacion de voltaje.

2.5. Registro de I 2.x € Inavis: Soluciones y protocolos experimentales.

Para el registro de la corriente macroscopica generada por los canales hKir2.x asi como la
generada por los canales hNav1.5 en células CHO, la solucion externa contenia (en mM): NaCl 136,
KCl 4, CaCl, 1.8, MgCl, 1, HEPES 10, y glucosa 10 (ajustada a pH 7.4 con NaOH). 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) para el registro de ki x (liquid junction potencial (LJIP)=-13.2 mV) o
NaF 10, CsF 110, CsCI 20, HEPES 10, y EGTA 10 (ajustado a pH 7.35 con CsOH) para el registro
de Inavis. Los voltajes se corrigieron segun el LJP, o diferencia de potencial que se genera en
funcién de las diferentes concentraciones de iones en las soluciones extra e intracelular del
experimento (Neher, 1992; Gomez y cols., 2009; Caballero y cols., 2010a). Ademds para minimizar
los cambios en las propiedades tiempo y voltaje dependientes de la corriente Inayi s, los registros se
realizaron después de 20 minutos de establecer la configuracion de célula entera. En estas

condiciones, la amplitud de la corriente y la dependencia de voltaje de la activacion e inactivacion
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se mantenian estables durante el transcurso del experimento. Los valores del punto medio (Vh) y la
pendiente (k) de las curvas conductancia-voltaje para Inayis registrados en células CHO fueron
42.7+£1.6 mV and 5.2+0.3, respectivamente, mientras que los de las curvas de inactivacion fueron -
80.9+1.1 mV y 6.0+0.3, respectivamente. Cabe destacar que la coexpresion de los canales Kir2.1 no

modificaba la dependencia de voltaje de la activacion e inactivacion.

El protocolo para el registro de la /i x en las células transfectadas consistia en la aplicacion de
pulsos de 250 ms en incrementos de 10 mV entre -120 mV y +20 mV. El potencial de fijacion se
mantuvo a -60 mV. Para la construccion de las relaciones corriente-voltaje (I-V) se representaba la
amplitud de la corriente medida al final del pulso en funcion del potencial del pulso aplicado.

El protocolo para el registro de la Inay1 5 en las células transfectadas consistia en la aplicacion de
pulsos de 50 ms en incrementos de 5 mV entre -80 mV y +50 mV. El potencial de fijacion se
mantuvo a -120 mV. Para la construccion de las relaciones corriente-voltaje (I-V) se representaba la
amplitud de la corriente medida en el pico maximo en funcidn del potencial del pulso aplicado.

Para determinar el En, (potencial de inversion para el Na+) las relaciones densidad de corriente-

voltaje fueron ajustadas a la formula:
Ina= (Em - Exa)*Gmax*(1 + exp[Em - Vh]/k) ™! (IV.1)

donde In, es el pico de corriente en cada pulso al potencial deseado En, Gmax la conductancia
maxima., Vh es el punto medio de la curva y & el valor de la pendiente. La dependencia de voltaje
de la activacién se estudid construyendo las curvas conductancia — voltaje (curvas de activacion).
Cada curva de activacion se construyd representando el pico de conductancia normalizado en

funcién del potencial de membrana. La conductancia (G) fue calculada mediante la ecuacion:
G =Ino/(Em - Exa) (Iv.2)

donde G es la conductancia a un £, dado, In, representa el pico maximo de corriente al £, y Ex, €S
el potencial de inversion calculado mediante la ecuacion IV.1.

La dependencia de voltaje de la inactivacion se estudid construyendo las curvas de inactivacion.
Cada curva de inactivacion se obtuvo mediante un protocolo de doble pulso. Primero se aplicaba un
pulso de 500 ms de duracion desde -140 mV hasta -20 mV en incrementos de 10 mV (potencial de
fijacion -120 mV), seguido de un pulso test a -20 mV. Las curvas de inactivacioén se construyeron
representando la amplitud de corriente obtenida normalizada al pico de corriente méaxima, en

funcioén del voltaje aplicado en cada pulso.
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El ajuste mediante una funciéon de Boltzmann a las curvas de activacion como las de
inactivacion permitio obtener el punto medio y la pendiente de cada curva.

La amplitud de la corriente se normaliz6 dividiendo entre el valor de la capacitancia de cada
célula para obtener la densidad de corriente.

La Ikinx ¥ la Inavis se registraron utilizando una frecuencia de muestreo de 4 y 50 kHz,
respectivamente, se filtraron a la mitad de la frecuencia de muestreo y se guardaron en el disco duro
de un ordenador para su posterior analisis. Los datos se analizaron usando el software pCLAMP

(Molecular Devices).

3. REGISTRO DE Ik; E In, EN MIOCITOS AURICULARES HUMANOS

El protocolo del que se obtuvieron las muestras de orejuelas auriculares humanas fue aprobado
por el Comité de Investigacion del Hospital General Universitario Gregorio Maranén de Madrid
(CNIC-13) y estaba en concordancia con los principios descritos en la Declaracion de Helsinki. Las
muestras de tejido auricular (orejuela derecha) se obtuvieron de pacientes en RS (n=9) y con FAC
(n=6) que iban a ser sometidos a cirugias cardiacas que implicaban la utilizaciéon de una bomba
extracorporea. 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

caracteristicas de dichos pacientes se resumen en la Tabla IV.3.

3.1. Disociacion enzimatica de miocitos auriculares humanos

Para la disociacion de las muestras se utilizd un protocolo descrito por el grupo de la Dra,
Ursula Ravens (Dobrev y cols., 2001; Wettwer y cols., 2004; Dobrev y cols., 2005) y adaptado por
nuestro grupo de investigacion (Gomez y cols., 2009; Amoroés y cols., 2010; Caballero y cols.,
2010a; Caballero y cols., 2010b; Gonzélez de la Fuente y cols., 2013; Amords y cols., 2013; Gémez
y cols., 2014; Barana y cols., 2014; Pérez-Hernandez y cols., 2016).

Las muestras se obtenian en el quir6fano y se transportaban en solucion Tyrode “cero calcio”
(Tyrode 0 Ca®’, de composicion [en mM]: NaCl 100, KCI 10, KH,PO4 1.2, MgSOy 5, taurina 50,
MOPS 5, glucosa 20), complementada con 2,3-butanodiona monoxima (BDM) 30(=1 mm’) y se
realizaban 4 lavados de 3 minutos cada uno en Tyrode 0 Ca®", en un bafio a 37°C y con burbujeo de
0O;,. Una vez lavados, los trozos se mantuvieron en la misma solucion a la que se afiadia colagenasa
tipo I (254 U/ml; Worthington Biochemical Corp., Lakewood, NJ, EEUU) y proteasa tipo XXIV

(0.5 mg/ml; Sigma). Pasados 15 minutos, se afiadia Ca*" (0.2 mM) y se mantenia en las mismas
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condiciones de temperatura y burbujeo durante otros 30 minutos. Transcurrido este tiempo, el tejido
se filtraba y se resuspendia en Tyrode 0.1 mM Ca’" en presencia de colagenasa, pero sin proteasa.
Mientras la muestra se trataba solo con colagenasa se tomaban alicuotas cada 2 minutos para su
observacion al microscopio. Cuando tanto el nimero de miocitos como su morfologia eran los

idoneos (Figura IV.4), se paraba la reaccidon enzimatica.

SR CAF
Pacientes (n) 9 6
Edad (afios) 68+4 7342
M/F (n) 6 (66.7%) / 3 (33.3%) 3 (50%) / 3 (50%)
Cardiopatia
Valvular (n) 2 (22.2%) 3 (50%)
Isquémica (n) 5(55.6%) 0 (0%)
Combinada () 2 (22.2%) 3 (50%)
Hipertension (n) 7 (77.7%) 4 (66.6%)
Diabetes mellitus (n) 4 (44.4%) 1 (16.4%)
Dislipidemia (n) 4 (44.4%) 2 (33.3%)
Diametro Al (cm) 4.1+0.3 5.9+40.3%*
Fraccion de eyeccion (%) 54.6£3.5 57.3+1.3
Clase Funcional NYHA
I (n) 2 (22.2%) 1 (16.4%)
II (n) 4 (44.4%) 2 (33.3%)
I (n) 2 (22.2%) 3 (50%)
IV (n) 1 (11.1%) 0 (0%)
Creatinina (mg/dL) 0.98+0.1 0.94+0.05
Presion Sistolica Pulmonar (mm Hg) 39.7+8.4 53.248.4
Tratamiento
Beta bloqueantes (n) 6 (66.7%) 2 (33.3%)
IECA/ARAII (n) 7 (77.7%) 2 (33.3%)
Estatinas (n) 7 (77.7%) 2 (33.3%)
Acido acetilsalicilico (1) 5 (55.6%) 1 (16.4%)
Digoxina (n) 0 (0%) 2 (33.3%)
Antagonistas del calcio () 4 (44.4%) 3 (50%)
Diuréticos (n) 3 (33.3%) 4 (66.6%)
Anticoagulantes orales (n) 0 (0%) 6 (100%)

Tabla IV.3. Caracteristicas de los pacientes. RS, ritmo sinusal; FA, fibrilacion auricular; M, masculino; F, femenino;
Al, auricula izquierda; NYHA, New York Heart Association; IECA, inhibidores del enzima de conversion de
angiotensina II; ARAII, antagonistas de los receptores tipo 1 de la angiotensina II. * P<0.01 vs. pacientes en RS.
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A continuacion, se resuspendia la muestra con un pipeteador durante 5 minutos en “solucioén de
almacenamiento” (composicion en mM: KCI 20, KH,PO4 10, glucosa 10, K-glutamato 70, acido -
hidroxibutirico 10, taurina 10, EGTA 10 y albumina 1 [ajustada a pH 7.4 con KOH]). Pasados esos
5 minutos se filtraba de nuevo la muestra y se volvia a resuspender en solucién de almacenamiento.
Por ltimo, se afiadian concentraciones crecientes de Ca>" en tres pasos: el primero para obtener una
concentracion de 0.2 mM; tras 10 minutos se aumentaba la concentracion hasta 0.3 mM; y en el

tercer paso, tras otros 10 minutos, se alcanzaba una concentracion final de 0.5 mM.

Figura IV.4. Miocito auricular humano
disociado enzimaticamente en nuestro
laboratorio.

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

obtencion de los registros electrofisiologicos, siempre dentro de las siguientes 8 horas.

3.2. Técnicas de registro de la Ik, e In, auriculares humanas

El registro de las corrientes nativas en miocitos auriculares humanos se realizé de manera
similar a como se ha explicado en el apartado 2.4 para el registro de corrientes en sistemas de
expresion heter6logos. Todos los experimentos fueron realizados a temperatura ambiente. Las
micropipetas empleadas en estos registros fueron obtenidas como se ha descrito en el apartado 2.4.
Su resistencia, una vez se rellenaban con la solucion interna y se sumergian en la solucioén externa,
era de 2-4 MQ. El célculo de la capacitancia, la resistencia de acceso y la impedancia de entrada a
la célula se realizé como se ha descrito previamente para los sistemas de expresion heterélogos. En
los miocitos auriculares humanos de RS los valores de la resistencia de acceso y de capacitancia
celular fueron 1.7+0.6 MQ, y 76.8+5.6 pF (n=70), respectivamente, mientras que la amplitud media
maxima de /x; (a -100 mV) y el pico de la amplitud maxima en el pico de In, fueron de -810+85 y -

2614+414 pA respectivamente.
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3.3. Registro de la Ik; e In, auriculares humanas: Soluciones y protocolos experimentales

Para el registro de la Ix; en miocitos auriculares humanos, la solucion externa contenia (en
mM): NaCl 100, KCI 40, CaCl, 1, MgCl, 1, HEPES 10, 4-aminopiridina (4-AP) 2, glucosa 10, y
glibenclamida (10 uM) (ajustada a pH 7.4 con NaOH). A dicha solucion se le afiadia nifedipino (1
uM) y atropina (1 uM) para inhibir la Ic,p € Ik acn, respectivamente. Las micropipetas utilizadas
para el registro se rellenaron con una solucion interna cuya composicion era (en mM): K-aspartato
80, KC1 42, KH,PO,4 10, Mg-ATP 5, fosfocreatina 3, HEPES 5 y EGTA 5 (ajustada a pH 7.2 con
KOH).

En algunos experimentos, y para confirmar que la corriente registrada era Ix; se perfundia con
una solucidn externa a la que se anadia BaCl, (100 uM). En estas condiciones, se consideraba Ik
como la corriente sensible a BaCl, y su amplitud a los diferentes voltajes estudiados se calculaba
como la diferencia entre la corriente total, registrada con la solucion externa carente de BaCl,, y la
corriente registrada en presencia de BaCl,. Dichos voltajes se corrigieron segin el LJP (Neher,
1992; Gomez y cols., 2009; Caballero y cols., 2010a). EI LJP entre la pipeta y la soluciéon externa
fue de -11.3 mV para los registros de Ix;.

Para el registro de la Iy, en miocitos auriculares humanos, la solucidon externa contenia (en mM):
NaCl 5, CsCl 132.5, CaCl, 1, MgCl, 1, CdCl, 0.1, HEPES 20, y glucosa 10 (ajustado a pH 7.4 con
CsOH). Las micropipetas utilizadas para el registro se rellenaron con una solucion interna cuya
composicion era (en mM): NaF 10, CsF 110, CsC120, HEPES 10, y EGTA 10 (ajustada a pH 7.35
con CsOH). El protocolo para registrar la /x; auricular humana consistié en pulsos de 250 ms en
incrementos de 10 mV (desde un potencial de fijacion de -40 mV) a potenciales entre -100 mV y 0
mV. Las relaciones I-V se obtuvieron representando la amplitud de la corriente medida al final del
pulso en funcion del voltaje aplicado, en intervalos de 10 mV. El protocolo para registrar la Iy,
auricular humana consistié en pulsos de 50 ms en incrementos de 5 mV desde un potencial de
fijacion de -120 mV a potenciales entre -100 y -10 mV.

En todos los experimentos, la amplitud de la corriente se normaliz6é a la capacitancia de la
membrana para obtener la densidad de corriente. Tanto los registros de la Ix; como la Iy, se
realizaron a una frecuencia de muestreo de 4 y 50 kHz respectivamente, se filtraron a la mitad de la
frecuencia de muestreo y se guardaron en el disco duro de un ordenador para su posterior analisis.

Los datos se analizaron usando el software pPCLAMP (Molecular Devices).
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4. REGISTRO DE Ik; E In, EN MIOCITOS VENTRICULARES DE RATA ADULTA

4.1. Disociacion enzimatica de miocitos ventriculares de rata

El procedimiento mediante el cual se obtuvieron los corazones de rata estd conforme con el
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals publicado por el Instituto Nacional de Salud de
Estados Unidos (NIH Publication No. 85-23, Revisado en 1996) y aprobado por el Comité de Uso y
Cuidado de Animales de la Universidad Complutense de Madrid y de la Universidad de Michigan.

Los miocitos ventriculares se aislaron de corazones de cinco ratas macho adultas de la raza
Sprague—Dawley (con pesos de entre 225 y 250 gramos) mediante disociacion enzimatica siguiendo
un protocolo utilizado por el grupo del Dr. José Jalife (Milstein y cols., 2012) y que fue adaptado a
partir de estudios anteriores (Haworth y cols., 1980; Westfall y cols., 1997; Caballero y cols., 2004).
Las ratas fueron heparinizadas (1.000 U/kg i.p.) y anestesiadas con pentobarbital sédico (50 mg/kg
1.p.). Cuando las ratas no respondian a estimulos, se les extirpé el corazén que se conecto
rdpidamente a un sistema de perfusion de Langendorff a través de una cénula insertada en la aorta.
El corazon se perfundi6 inicialmente con una soluciéon Tyrode 0 Ca®" (cuya composicion era en
mM: NaCl 112, KCI1 10, MgCl, 1.2, HEPES 10, taurina 20, y glucosa 10; ajustado a pH 7.4 con
NaOH) durante 10 minutos con un flujo constante de 8 mL/minuto. Luego, el corazon se perfundid
durante otros 15 minutos con la misma solucidon suplementada con 0.35 mg/mL colagenasa tipo 11
(Worthington) y albimina al 1%. Las soluciones perfundidas estaban continuamente oxigenadas
(95% 0O,/5% CO,) y con una temperatura fija de 37°C. Tras ello, los corazones se descolgaron del
aparato de Langerdoff y los ventriculos se cortaron en pequefios trozos y se mantuvieron en
agitacion suave con una solucion Tyrode suplementada con 1 mM CaCl,, 33 uM blebistatina y 2%
de albumina, para dispersar las células. Las células obtenidas se dejaron reposar durante 30 minutos
y se resuspendieron en Medio 199 (M199, Sigma) suplementado con 5% de suero fetal bovino

(Invitrogen, USA), 1.8 mM Ca®" y 100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina.

4.2. Cultivo e infeccion de miocitos ventriculares de rata

Debido a la baja eficiencia (10%) en la transfeccion de plasmidos en miocitos con agentes
lipidicos tales como XtremeGENE HP o LipofectAMINE 2000, se decidi6 utilizar construcciones
adenovirales/lentivirales para la expresion de las proteinas de interés. La utilizacién de estos
vectores permiten obterner una eficiencia en la infeccion cercana al 90% (Kirshenbaum y cols.,

1993; Marian y cols., 1995; Djurovic y cols., 2004; Louch y cols., 2011; Lang y cols., 2015).
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Los miocitos ventriculares de rata adulta se sembraron en cubre objetos estériles previamente
tratados con laminina 0,04 mg/ml (Sigma) y se mantuvieron en medio M199 durante dos horas.
Transcurrido este tiempo, se infectaron con las construcciones adenovirales que codificaban o bien
para el extremo N-terminal (Nter, 132 aa) de la subunidad o del canal de sodio humano cardiaco
unido a GFP (Green Fluorescent Protein), virus denominado Ad-Nter, o bien para GFP inicamente
(Ad-GFP). Ambas construcciones fueron amablemente proporcionadas por el grupo de
investigacion del Dr. José Jalife.

En un ultimo grupo de experimentos en el que se llevo a cabo el silenciamiento de al-sintrofina,
se infectaron los miocitos ventriculares de rata con lentivirus que codificaban para dos shRNAs
(Tabla IV .4) de al-sintrofina (Acc. No. NM_001100901.1) (Origene Technologies, Inc. USA) y que
fueron empaquetados por la Unidad de Vectores Virales del CNIC (Centro Nacional de
Investigaciones Cardiovasculares). Como control de silenciamiento se utilizd un lentivirus que
codificaba para un shRNA scramble, (Origene Technologies, Inc. USA). Todos los lentivirus
codificaban ademés para GFP como control de infeccion. Los experimentos de western blot
demostraron que la al-sintrofina se silenciaba en una proporcion mayor al 70% a las 48 horas de la

infeccion. Por tanto, los experimentos de electrofisiologia se llevaron a cabo 48 horas después de la

infeccion.
Proteina shRNA Secuencia sentido ( 5’- 3’)
shRNAA SNTALI GAAGATGGCGTATGTCTCAAGGAGGTGTA
o l-sintrofina
ShRNAB SNTA1 CATCCACTCTTTCCTGTCTGCCAAGGTCA

Tabla IV.4. Secuencia de ADNc que codifica para los shRNA utilizados en el silenciamiento de al-sintrofina en
miocitos ventriculares de rata adulta.

Para los miocitos ventriculares de rata adulta, la multiplicidad de infeccion (MOI) fue de 100,
75, 100, 30 y 80 para el Ad-Nter, el Ad-GFP, los Ad-Navl.5, shRNA SNTA1 (A y B) y shRNA
scramble, respectivamente. Se utilizd el mismo stock adenoviral/lentiviral en todos los
experimentos para eliminar variables que afectaran a los resultados. Las corrientes se registraron 48

horas después de la infeccion. Los miocitos infectados con las construcciones virales se
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identificaban mediante la visualizacion de la fluorescencia emitida por GFP (Figura IV.5) utilizando

un microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse TE2000S, Nikon).

Figura IV.5. Miocitos ventriculares de rata cultivados en nuestro laboratorio e infectados con Ad-GFP 48h. (A)
Miocitos ventricular de rata visto en campo claro con objetivo x40. (B) Misma imagen que en A pero utilizando un
filtro de FITC (fluorescein-isothiocyanate) para comprobar que la célula ha sido infectada con el Ad-GFP. (C) Miocitos
ventriculares de rata infectados con Ad-GFP y observados con el objetivo x20.

4.3. Técnicas de registro de la I, e In, ventriculares de rata

El registro de las corrientes nativas en miocitos ventriculares de rata se realizaba de manera
similar a como se ha explicado en el apartado 2.4 para el registro de corrientes en sistemas de
expresion heterdlogos. Todos los experimentos fueron realizados a temperatura ambiente. Las
micropipetas empleadas en estos registros fueron obtenidas como se ha descrito en el apartado 2.4.
Su resistencia, una vez rellenadas con la solucion interna y sumergidas en la solucion externa, era
de 2-4 MQ. El calculo de la capacitancia, la resistencia de acceso y la impedancia de entrada a la
célula se realizé como se ha descrito previamente para los sistemas de expresion heterdlogos. En los
miocitos ventriculares de rata infectados con el Ad-GFP los valores de la resistencia de acceso y la
capacitancia celular fueron 2.0+0.8 MQ y 83.6+4.2 pF (n=36), respectivamente, mientras que la
amplitud media maxima (a -100 mV) de la Ix; y el pico de la amplitud méxima de Iy, fueron -
1932+112 y -1039+107 pA, respectivamente.

Los voltajes se corrigieron segiin el LJP (Neher, 1992; Gémez y cols., 2009; Caballero y cols.,
2010a). El LJP entre la pipeta y la solucion externa fue de -12 mV para los registros de /k; en
miocitos ventriculares de rata.

Como se ha mencionado para sistemas de expresion heterdlogos, para minimizar los cambios en
las propiedades tiempo y voltaje dependientes de la corriente Ix,, los registros se realizaron después

de 20 minutos de establecer la configuracion de célula entera. En estas condiciones, la amplitud de
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la corriente y la dependencia de voltaje de la activacion e inactivacion se mantenian estables

durante el transcurso del experimento.

4.4. Registro de la Ik, e In, venticulares de rata: Soluciones y protocolos experimentales

Para el registro de la /x; en miocitos ventriculares de rata, la solucidon externa contenia (en mM):
NaCl 120, KCI 20, CaCl, 1, MgCl, 1, HEPES 10, 4-aminopiridina 2, glucosa 10, y glibenclamida
(10 uM) (ajustada a pH 7.4 con NaOH). A dicha solucién se le anadia nifedipino (1 pM) y atropina
(1 uM) para inhibir Ic,1 e Ik ach, respectivamente. Las micropipetas utilizadas para el registro se
rellenaron con una solucidon interna cuya composicion era igual a la utilizada para miocitos
auriculares humanos (en mM): K-aspartato 80, KCl 42, KH,PO4 10, Mg-ATP 5, fosfocreatina 3,
HEPES 5y EGTA 5 (ajustada a pH 7.2 con KOH).

En algunos experimentos, y para confirmar que la corriente registrada era /x; se perfundia con
una solucidn externa a la que se afiadia BaCl, (100 uM). En estas condiciones, se consideraba /i
como la corriente sensible a BaCl, y su amplitud a los diferentes voltajes estudiados se calculaba
como la diferencia entre la corriente total, registrada con la solucion externa carente de BaCl,, y la
corriente registrada en presencia de BaCl,.

Para el registro de la Iy, en miocitos ventriculares de rata, la solucion externa contenia (en mM):
NaCl 5, CsCl 132.5, CaCl, 1, MgCl, 1, CdCl, 0.1, HEPES 20, y glucosa 10 (ajustado a pH 7.4 con
CsOH). Las micropipetas utilizadas para el registro se rellenaron con una solucién interna cuya
composicion era (en mM): NaF 10, CsF 110, CsCl 20, HEPES 10, y EGTA 10 (ajustada a pH 7.35
con CsOH).

El protocolo para registrar la Ix; ventricular de rata consistio en pulsos de 250 ms en
incrementos de 10 mV (desde un potencial de fijacion de -40 mV) a potenciales entre -100 y +40
mV. Las relaciones I-V se obtuvieron representando la amplitud de la corriente medida al final del
pulso en funcién del voltaje aplicado, en intervalos de 10 mV.

El protocolo para registrar la Iy, ventricular de rata consistio en pulsos de 50 ms en incrementos
de 5 mV (desde un potencial de fijacion de -120 mV) a potenciales entre -100 y -10 mV.

En todos los experimentos, la amplitud de la corriente se normaliz6é a la capacitancia de la
membrana para obtener la densidad de corriente.

La Ik; y la Ina se registraron utilizando una frecuencia de muestreo de 4 y 50 kHz
respectivamente, se filtraron a la mitad de la frecuencia de muestreo y se guardaron en el disco duro
de un ordenador para su posterior analisis. Los datos se analizaron usando el software pPCLAMP

(Molecular Devices).

156



Material y Métodos

5. EXPERIMENTOS DE WESTERN BLOTY CO-INMUNOPRECIPITACION

5.1. Preparacion del lisado crudo de auricula humana y ventriculo de rata, ratéon y cobayo

El procedimiento mediante el cual se obtuvieron los corazones de rata, raton cobayo esta
conforme con las Guias de la Directiva 2010/63/EU del Parlamento Europeo para la proteccion de
los animales utilizados con propdsitos cientificos y aprobado por el Comité de Uso y Cuidado de
Animales de la Universidad Complutense de Madrid y de la Universidad de Michigan. Los
animales fueron heparinizados (1.000 U/kg i.p.) y anestesiados con pentobarbital soédico (50 mg/kg
1.p.). Cuando los animales no respondian a estimulos, se les extirp6d el corazon, se cortaron los
ventriculos de seis ratas macho adultas raza Sprague—Dawley, de tres cobayos macho adultos y de
tres ratones macho adultos, se lavaron con PBS frio, se congelaron inmediatamente en nitrégeno

liquido y se guardaron a -80°C hasta su extraccion proteica.

El protocolo del que se obtuvieron las muestras de orejuelas auriculares humanas procedentes

de pacientes en RS se ha descrito en el apartado 3.

Los ventriculos o auriculas se homogenizaron primero en un homogenizador manual tipo
Dounce (10 golpes) y posteriormente en un triturador de tejido UltraTurrax T-25 (rafagas de 3x10
segundos) con el tampoén radioimmunoprecipitation assay (tampén RIPA) frio, cuya composicion
era 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.1% SDS, 0.5% desoxicolato y una
mezcla de inhibidores de proteasas P2714 (Sigma). Para preservar mejor las interacciones entre
proteinas, el tampon RIPA se suplementd con un agente crosslinker, el 3,3-ditiobispropionimidato
(DTBP) (Wang y cols., 1974) (Thermo Scientific Pierce, USA) recién preparado (0.5 mg/ml) y

utilizado anteriormente en nuestro laboratorio (Delpon y cols., 2008).

Los nucleos y restos celulares se eliminaron mediante centrifugacion a 14,000 rpm durante 20
minutos a 4°C y el sobrenadante se utilizO inmediatamente para evitar ciclos de

congelacion/descongelacion y posible degradacion proteica.

5.2. Extraccion proteica de células CHO transfectadas

Las células CHO se transfectaron utilizando los procedimientos descritos en el apartado 2.2.

Tras 24 horas (para los estudios de silenciamiento) o 48 (para los experimentos de co-
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inmunoprecipitacion), las células se lavaron con PBS frio (3x) y se lisaron incubdndolas con
tampon RIPA (ver composicion en el apartado 5.1) durante 30 minutos a 4°C para dejar actuar el
tampon. Los nucleos y restos celulares se eliminaron mediante centrifugacion a 14,000 rpm durante
20 minutos a 4°C y el sobrenadante se utilizo inmediatamente para evitar ciclos de

congelacion/descongelacion y posible degradacion proteica.

5.3. Cuantificacion de proteinas

Para cuantificar la proteina, se utilizoé el método BCA (Thermo Scientific, Pierce) siguiendo las
instrucciones del proveedor. El acido bicinconinico (BCA), es un compuesto capaz de formar un
complejo purpura intenso con iones Cu'™ en medio alcalino. Este reactivo forma la base de un
método analitico capaz de monitorizar el i6n cuproso producido en una reaccion entre las proteinas
con Cu”" en medio alcalino (reaccion de Biuret).

Basicamente consistio en preparar distintas diluciones de las muestras junto con los reactivos A
y B del kit, y, tras 30 minutos a 37°C, leer la absorbancia a 562 nm. Con los datos obtenidos se
construy6 una curva patrén con las distintas concentraciones conocidas de BSA frente a los valores
obtenidos de la absorbancia, que permitid cuantificar la cantidad de proteina presente en las

muestras objeto de estudio mediante extrapolacion.

5.4. Co-inmunoprecipitacion (Co-IP)

La co-inmunoprecipitacion o Co-IP es un método utilizado para detectar interacciones proteina-
proteina gracias a la utilizacion de un anticuerpo especifico asociado a microesferas de agarosa que
se unen a una de las proteinas del complejo con la finalidad de aislarlo mediante centrifugaciones
sucesivas para posteriormente detectar mediante western blot las demas moléculas que forman el
complejo (Figura I'V.6). Todas las Co-IPs de la presente Tesis Doctoral se realizaron esencialmente
adaptando protocolos anteriormente descritos (Delpon y cols., 2008; Milstein y cols., 2012)
utilizando Proteina A/G Plus Agarosa (Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA) que consiste en una

mezcla de proteina A y G recombinante unida a microesferas de agarosa.
Primero, para eliminar las posibles interacciones inespecificas entre nuestra muestra y las

microesferas, se puso en contacto al extracto proteico soluble (obtencion descrita en el apartado 5.1

y 5.2) con las microesferas de agarosa (proceso conocido como preclareado), y se incub6 la mezcla
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Figura IV.6. Co-inmunoprecipitacion o Co-IP. (1) Se afiade el anticuerpo especifico al lisado proteico. (2) Se afiade
las microesferas de agarosa con proteina A/G. (3) Se hacen varias centrifugaciones sucesivas. (4) El complejo proteico
queda en el pellet y se puede recuperar para su posterior analisis por western blot.

durante 30 minutos a 4°C para, posteriormente, centrifugarla a 2500 rpm durante 5 minutos. El
sobrenadante obtenido en el preclareado se incubd con el anticuerpo primario (2 a 5 ug, segin
proteina) durante 3 horas a 4°C, tras lo cual se afiadieron 20 pL de microesferas, incubando a 4°C
en rotacion durante toda la noche. Como control negativo, el extracto soluble se mezcld con suero
del animal de donde procedian los anticuerpos. Los complejos proteina-anticuerpo-microesferas se
centrifugaron a 10,000 rpm durante 2 minutos y los precipitados se lavaron suavemente 4 veces con
tampon RIPA frio (agitando por inversion) para eliminar interacciones inespecificas. Tras la tltima
centrifugacion, se elimind totalmente el sobrenadante y se afiadieron 40 puL de tampdén de carga
(Bio-Rad, USA) con 2B-mercaptoetanol para, a continuacion, disociar los inmunocomplejos
mediante agitacion y calentamiento de la muestra a 95°C durante 5 minutos (excepto en el caso de
Navl.5, donde se calent6 la muestra a 37°C durante 30 minutos, debido a que a 95°C se producia la
degradacion de Navl.5) (Malhotra y cols., 2000). Finalmente, se centrifugd 5 minutos a 3000 rpm
para recoger con sumo cuidado los sobrenadantes (evitando recoger las esferas) para cargar y

separar las proteinas en un gel de poliacrilamida.
Cada grupo de experimentos de Co-IP, se analizaron, en al menos, el tejido de cuatro

ventriculos de rata, tres de cobayo y tres de raton distintos y en al menos cuatro lotes de células

distintos.
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5.5. Electroforesis en geles de poliacrilamida, transferencia de proteinas a membrana e

inmunodeteccion

Las muestras se cargaron en geles de poliacrilamida del 6 al 10% (dependiendo del peso
molecular de la proteina a visualizar) y se sometieron a electroforesis SDS-PAGE (Laemmli, 1970)
a voltaje constante [90 V y 120 V para los geles hechos a mano y a 200-300 V para los geles
comerciales TGX stain free™ (Bio-Rad, USA)]. Una vez finalizada la electroforesis, se llevo a
cabo la transferencia humeda durante 70 minutos con amperaje constante (200 mA) o bien la
transferencia rapida (Bio-Rad, USA) durante 15 minutos a 25 V del gel a una membrana de

nitrocelulosa.

A continuacion, para evitar la union inespecifica del los anticuerpos primarios a la membrana,
¢ésta se bloqued durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacion con PBS suplementado con
Tween al 0,05% (PBS-T) y leche desnatada liofilizada al 5% para, seguidamente, incubar con el
anticuerpo primario (diluido en tampoén de bloqueo con leche desnatada al 5%) a 4°C y agitacion
constante durante toda la noche. Tras lavar la membrana 3 veces x 7 minutos con tampon PBS-T, se
incubd con el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rabano (HRP) (1:10000, Jackson
ImmunoResearch, USA) para la deteccion de las proteinas en los lisados o bien con el complejo
proteina A-HRP (1:10000, Life Technologies) para la deteccion de las proteinas inmunoprecipitadas

durante una hora a temperatura ambiente.

En algunos casos, los anticuerpos secundarios utilizados para detectar las proteinas transferidas
a membrana pueden unirse tanto a las inmunoglobulinas (Igs) del anticuerpo primario utilizado en
la inmunodeteccion como a las Igs residuales del anticuerpo primario utilizado en la Co-IP. La
proteina A-HRP (Lal y cols., 2005), se une especificamente a las Igs pertenecientes a los
anticuerpos primarios utilizados para la inmunodeteccion (que no han sido sometidas a
desnaturalizacion), pero no a las Igs residuales de la Co-IP (que si han sido desnaturalizadas
mediante SDS y calor); de este modo, se evita que el marcaje correspondiente a las Igs residuales de
la Co-IP interfiera con el de las proteinas de interés. Debe tenerse en cuenta que el peso molecular
de la cadena pesada de las Igs es aproximadamente de 50 KDa y que proteinas como los canales
Kir2.x o la sintrofina tienen un peso estimado de entre 45 y 55 KDa. Por este motivo, en los
experimentos de Co-IP en los que se detectan proteinas con estos pesos, es fundamental el uso de la

proteina A-HRP, para facilitar la deteccion de las proteinas de interés de una forma fiable.
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Finalizada la incubacion de 1 hora con el anticuerpo secundario, se realizaron tres lavados de 5
minutos en PBS-T 0,05% para, a continuacion, detectar las proteinas mediante quimioluminiscencia
potenciada (ECL, General Electric Healthcare, USA). Se utiliz6 un equipo de imagen Chemidoc
MP System y el software Image Lab 5.2.1 (Bio-Rad, USA) para el andlisis densitométrico de las
imagenes. Para asegurar la carga equitativa de proteina en los western blot de silenciamiento de
SAP97 y al-sintrofina en células CHO, se determiné la expresion de GAPDH. Por otro lado, para
el andlisis del silenciamiento de al-sintrofina en miocitos ventriculares de rata, se utilizaron geles
TGX stain free™ (Bio-Rad, USA) con el fin de utilizar la cantidad de proteina total de cada carril

como control de carga (Rivero-Gutiérrez y cols., 2014).

6. MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

6.1. Ensayo de ligacion por proximidad en la membrana de miocitos ventriculares de rata

El ensayo de ligacion por proximidad, PLA (Proximity Ligation Assay) o también denominado

por su fabricante Duolink® (Olink Bioscience, Uppsala, Suecia) permite la deteccion in situ de

proteinas que estan situadas a una distancia menor a 40 nm entre si (Fredriksson y cols., 2002;

Figura IV.7. Ensayo de ligacion por proximidad, PLA o Duolink. (A) Los anticuerpos primarios de diferente especie
(azul o naranja) reconocen las proteinas que supuestamente forman el complejo (en amarillo y verde). (B) Se afiaden las
sondas PLA que son anticuerpos secundarios especiales unidos a una hebra sencilla de ADN, que se unen a los
anticuerpos primarios. (C) Las hebras de ADN de las sondas PLA se unen mediante una incubacion con ligasa. (D) Se
amplifica el ADN mediante circulo rodante con oligonucledtidos marcados con fluorescencia. [Adaptada de Gullberg y
cols., 2010]

Soderberg y cols., 2006; Gullberg y cols., 2010). Los experimentos de Duolink fueron llevados a
cabo en la membrana celular de miocitos ventriculares de rata usando como base el protocolo
utilizado en el laboratorio del Dr. Hugues Abriel (Universidad de Berna, Berna, Suiza) (Shy y cols.,

2014), pero adaptado en nuestro caso para no permeabilizar la membrana celular y poder observar
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la posible interaccion proteina-proteina unicamente en la superficie (no se empled ningun

detergente (NDS) que pudiera disgregar la membrana).

Una vez disociados los miocitos segun el protocolo descrito en el apartado 4.1, se fijaron en
PBS al 4% de PFA durante 15 minutos a 4°C, y seguidamente se bloquearon en PBS con suero de
burro (Abcam,Reino Unido) al 10% y BSA al 1% durante 30 minutos a temperatura ambiente. La
incubacion con los anticuerpos primarios (concentraciones en apartado 7.1) se hizo en PBS con
suero de cabra al 3% y BSA al 1% a 4°C durante toda la noche (Figura IV.7.A). Las siguientes
incubaciones se hicieron a 37°C utilizando los tampones de lavado apropiados después de cada
incubacion (segun protocolo del fabricante). Después de lavar tres veces en PBS durante 5 minutos para
eliminar el exceso de anticuerpo primario, se anadieron a las muestras los anticuerpos secundarios
Duolink® (sondas PLA) y se incubaron durante una hora (Figura IV.7.B). Estas sondas PLA consistian
en anticuerpos secundarios unidos a aptameros de ADN (hebras sencillas de ADN que son capaces de
adoptar estructuras globulares lo que les permite exhibir unas complejas y sofisticadas propiedades
de reconocimiento molecular siendo capaces de unirse de una manera estable y muy especifica a sus
dianas. Dichas dianas moleculares pueden ser pequefias moléculas como ATP, proteinas, acidos
nucleicos y complejas estructuras multiméricas) (Fredriksson y cols., 2002), los cuales tienen
secuencias complementarias, pudiendo unirse entre si formando un cebador circular después de la
adicion de la solucion de ligacion (que contiene ligasa) e incubacion durante 30 minutos (Figura
IV.7.C). Después, la amplificacion mediante circulo rodante de este cebador circular fue llevada a cabo
afiadiendo solucion de amplificacion, conteniendo polimerasa y oligonucledtidos marcados con
fluorescencia, lo cuales, hibridan con el molde circular durante 100 minutos de incubacion (Figura
IV.7.D). Las muestras fueron posteriormente montadas con medio de montaje in situ con DAPI de

Duolink y observadas al microscopio.

Las preparaciones se analizaron mediante microscopia confocal, con el microscopio Leica TCS-
SP5 AOBS (Mannheim, Germany) a través de objetivos de inmersion de 40 y 63 aumentos,
empleando un filtro para rodamina (TRITC) para visualizar la sonda fluorescente unida a los
oligonucle6tidos suministrados en el kit de Duolink (Aex = 554 nm; Aem = 579 nm) . Las lineas laser
provienen de un laser de estado s6lido bombeado por diodos (DPSSL, diode-pumped solid-state
laser) a 561 nm. Para verificar la especificidad de la reaccion del Duolink se realizaron controles en
ausencia de anticuerpos primarios. El tratamiento y analisis de las imagenes se realizo mediante el

programa informatico Image J, asignando el color verde a la imagen tomada con filtro TRITC.
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6.2. Determinacion de la expresion de Kir2.1 en la membrana de células HEK293

Para confirmar que la cotransfeccion de estos dos canales conllevaba un aumento de su
expresion en la membrana celular respecto a la expresion en membrana al transfectar cada canal
individualmente, se decidid construir varias quimeras de los canales unidas a proteinas

fluorescentes y asi poder analizar los resultados mediante microscopia confocal.

6.2.1. Construccion de quimeras

El canal Kir2.1 se subcloné entre los sitios de corte de las enzimas de restriccion EcoRI y Xhol
del vector pcDNA3.1(+), para posteriormente subclonar cpl73Venus, una proteina fluorescente
amarilla (YFP) mejorada y modificada por permutacion circular en el aminodcido 173 (Rekas y
cols., 2002; Nagai y cols., 2004), entre los sitios Nhel y AfIII del mismo plasmido, y asi obtener la
quimera cpl73Venus-Kir2.1. La secuencia que conectaba el fluoroforo cpl73Venus y la proteina
Kir2.1, de 93 pares de bases, era YPLSLVPSSDPQSSVVEFDSKAEALESPAEA. En este caso la
proteina fluorescente fue insertada antes del extremo N-terminal de Kir2.1, Figura IV.8.A. Por otro
lado el canal Navl.5 se subclon6 en el sitio de restriccion HindIlll de pcDNA3.1(+) y
posteriormente se insertd mTq2 (monomeric Turquoise 2) (Goedhart y cols., 2012), una variante
mas brillante de la proteina fluorescente cian (CFP) entre los sitios Nhel y AflII o entre Notl y Xbal
en el mismo plasmido obteniendo, por un lado, la quimera mTq2-Navl.5 (proteina fluorescente

insertada antes del extremo N-terminal de Navl.5, Figura IV.8.B) y por otro, Navl.5-mTq2

Figura IV.8. Quimeras canal-proteina fluorescente. (A) cp173Venus-Kir2.1 (cpl73Venus, en amarillo, insertado
antes del extremo N-terminal de Kir2.1). (B) mTq2-Nav1.5 (mTq2, en cian, insertado antes del extremo N-terminal de
Navl.5). (C) Navl.5-mTq2 (mTq2, en cian, insertado después del extremo C-terminal de Nav1.5)

(proteina fluorescente insertada después del extremo C-terminal de Navl.5, Figura IV.8.C). La
secuencia que conectaba el fluoro6foro mTq2 y el extremo N-terminal de la proteina Nav1.5, de 18

pares de bases, era YLKLT; mientras que la secuencia conectora entre el extremo C-terminal de la
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proteina Navl.5 y el fluoroforo mTq2 era WKAWYRARIHASSVVEFCRYPAQWRPLET. Todas
las construcciones fueron confirmadas por secuenciacion. Es importante destacar que la expresion
de los tres canales en células CHO daba lugar a corrientes i6nicas con idénticas caracteristicas que

las generadas por los canales sin las sondas fluorescentes.

6.2.2. Cultivo, transfeccion y fijacion de células HEK293

Tanto el cultivo, transfeccion, fijacion y posterior analisis mediante microscopia confocal
fueron llevados a cabo en el laboratorio del Dr. Francisco Javier Diez Guerra (CBMSO, Centro de
Biologia Molecular Severo Ochoa, Cantoblanco, UAM). Las células embrionarias de rifion humano
293 (HEK293) se cultivaron en placas de 60 mm de didmetro con medio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) complementado con suero fetal bovino al 10% y una mezcla de
antibioticos (100 U/mL de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina). Esta linea celular se mantuvo
a 37°C en una atmoésfera de CO; al 5% y se pasaron cada 4-5 dias mediante un breve tratamiento

con tripsina (0.5 mg/ml) (Caballero y cols., 2010a; Amoros y cols., 2013; Goémez y cols., 2014).

Para el estudio mediante microscopia confocal de la expresion de los canales Kir2.1 y Navl.5
en la membrana plasmatica, las células HEK293 se transfectaron de forma transitoria con el vector
de expresion que contenia el gen de cpl73Venus-Kir2.1 (1.6 pg) solo o junto con el canal Nav1.5-
mTq2 o mTqg2-Navl.5 (1.6 pg) (ver apartado 6.3.1). Para realizar la transfeccion se utilizd el
método del XtremeGENE HP (Roche Diagnostics, Barcelona, Espana), procedimiento que ha sido
descrito en detalle en el apartado 2.2. Pasadas 24 horas después de la transfeccion, las células se
levantaron mediante un leve tratamiento con tripsina (0.5 mg/ml) y se sembraron entre 100,000 -
250,000 células en cada cubreobjetos previamente tratados con poli-lisina (0.01 mg/ml). En estas
condiciones, se incubaron las células a 37°C en una atmosfera de CO, al 5% otras 24 horas mas
antes de llevar a cabo la fijacion. La fijacion de las células se llevd a cabo 48 horas después de la
transfeccion con PFA al 4% durante 10 minutos a temperatura ambiente (Broussard y cols., 2013).
Una vez fijadas las células se lavaron los cubreobjetos 3 veces con PBS y se montaron sobre
portaobjetos utilizando medio de montaje ProLong Gold Antifade (Invitrogen, USA). Las muestras

se guardaron a 4°C en oscuridad para su posterior analisis mediante microscopia confocal.
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6.2.3. Microscopia confocal y analisis de imagen

Las preparaciones se analizaron mediante microscopia confocal, con un microscopio de barrido
laser confocal y multifoton LSM710 (Zeiss, Alemania) a través de objetivos de inmersion de 40 y
63 aumentos, empleando un filtro para mTq2 (CFP) (A = 405 nm; ey = 454-568 nm) y otro filtro
para cpl73Venus (YFP) (Aex = 514 nm; Aepy = 516-621 nm). Las lineas laser fueron proporcionadas
mediante un diodo a 405 nm y mediante una lampara de argon a 514nm para mTq2 y cp173Venus,
respectivamente. El tratamiento y analisis de las imagenes se realizO0 mediante el programa
informatico Image J, asignando el color cian a mTqg2-Navl.5 y Navl.5-mTq2, y el amarillo a

cpl73Venus-Kir2.1.

7. ANTICUERPOS

En el andlisis de la expresion ol-sintrofina y SAP97 por western blot se utilizd6 la GAPDH
como control de carga y para ello se determind la expresion de la GAPDH usando el anticuerpo
anti-GAPDH de raton (1:100000, Sigma). Los anticuerpos anti-Navl.5 de conejo (1:1000,
Alomone, Israel), anti-ol-sintrofina de conejo (1:5000, Sigma), anti-SAP97 de raton (1:500,
Abcam), anti-ol-sintrofina de raton (1:2000, Sigma), anti-Kir2.1 de raton (1:2000, Neuromab,
USA), anti-Kir2.2 de raton (1:1000, Abcam, Reino Unido) y anti-Kir2.3 de conejo (1:1000,
Alomone) se usaron como anticuerpos primarios tanto para la deteccion especifica de la expresion
proteica como para los experimentos de Co-IP. La proteina A-HRP (1:10000, Life Technologies), el
anticuerpo Anti-IgG de raton unido a HRP (1:10000, Jackson ImmunoResearch), y el anticuerpo
Anti-IgG de conejo unido a HRP (1:10000, Jackson ImmunoResearch) se usaron como anticuerpos
secundarios.

Para los ensayos de ligacion por proximidad (Duolink™), se utilizaron anticuerpos que
permitieron reconocer epitopos de Navl.5 (1:50, Abcam) y Kir2.1 (1:100, Abcam), localizados
extracelularmente, debiendo estar producidos en especies distintas para llevar a cabo correctamente

los experimentos [anti-Nav1.5 (raton) y anti-Kir2.1 (conejo)].

8. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

En cada serie homogénea de experimentos se calcul6 la media, la desviacion estandar (DE) y el

error estandar de la media (EEM). Los datos que aparecen en las distintas tablas y representaciones
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graficas de esta Tesis Doctoral se expresan como la media=EEM para un determinado ntimero (n)
de experimentos. Para las comparaciones entre diferentes grupos, la prueba ¢ de Student no pareada
o el andlisis de la varianza (ANOVA) de una via, seguido de un test de Newman-Keuls. En
muestras de pequefio tamafio (n<l15), la significancia estadistica fue confirmada utilizando tests no
paramétricos. Las comparaciones entre variables categéricas fueron hechas usando la prueba Z.
Para tener en cuenta la evaluacion de muestras repetidas, los datos fueron analizados con modelos
multinivel de efectos mixtos. Se consideraron como significativas aquellas diferencias para las que
el valor de P resulto ser menor de 0.05.

Para la realizacion del analisis estadistico y la composicion de las figuras que ilustran esta Tesis
Doctoral se emplearon la aplicacion CLAMPFIT del paquete informatico PCLAMP (v9.0)
(Molecular Devices), las aplicaciones Excel y PowerPoint del paquete informatico Microsoft Office
2000 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, EEUU) y el programa Prism (v3.0 y v4.0) (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, EEUU).
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1. EFECTOS DE LA EXPRESION DE Navl1.5-p SOBRE LOS CANALES Kir2.x

1.1. Efectos de la expresion de Nav1.5-f sobre la corriente I 2.x

1.1.1. Caracteristicas electrofisiologicas de la Ik

En la Figura V.1A se muestra una familia de trazos de corriente obtenidos en una célula CHO
transfectada de forma transitoria con el ADNc que codifica la expresion del canal Kir2.1 (1.6 pg).
Los trazos de ki1 fueron registrados mediante la técnica de patch-clamp al aplicar pulsos de 250
ms de duracion desde -120 mV hasta +20 mV en incrementos de 10 mV (potencial de fijacion = -60
mV). Tras la aplicacion del pulso, la ki ; alcanzaba rdpidamente un pico méximo, y a continuacion
disminuia ligeramente a medida que se aplicaba el pulso hasta alcanzar la amplitud un nivel estable
(Figura V.1C). El ajuste de una ecuacién monoexponencial al trazo de corriente, desde la mitad de
la amplitud méxima hasta el pico de la misma, permitia obtener la constante de tiempo de
activacion (zae = 1.8 £ 0.1 ms a -120 mV; n = 12) (Figura V.1C). Todos los valores de amplitud de
corriente (pA) se normalizaron dividiendo entre el valor de la capacitancia (pF) de cada célula para
obtener la densidad de corriente. En la Figura V.IB se muestra la relaciéon densidad de corriente-
voltaje caracteristica de los canales Kir2.1 obtenida al representar la densidad de la corriente

medida al final del pulso de 250 ms de duracidon en funcion del voltaje aplicado. Como se puede
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Figura V.1. Caracteristicas electrofisiologicas de I;» 1. (A) Familia de trazos representativa de Ix;» | registrados tras
aplicar el protocolo que se muestra en la parte superior. (B) Relacion densidad-voltaje medias construidas para la Iy
en células CHO con el rango de potenciales fisiolégicamente relevante en el que se produce la salida de K™ y la
rectificacion interna ampliado en la parte inferior de la figura. Los potenciales de membrana se han corregido de
acuerdo a un LJP de -13.2 mV. Cada punto representa la media = EEM de 31 experimentos/células. (C) Trazo de I 1
registrado a -120 mV en el que se superpone el ajuste monoexponencial de la cinética de activacion (trazo verde).
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observar, a potenciales mas negativos que el potencial de inversion (Ex), se genera una corriente de
entrada de K* cuya densidad disminuye a medida que el potencial de membrana (E,,) se acerca al
Ex. Por el contrario, a potenciales mas positivos que el Eg, la corriente de K generada es de salida
y su densidad disminuye hasta anularse conforme el potencial se va haciendo mas positivo debido al
fenomeno de rectificacion interna que da nombre a estos canales (Figura V.1B, parte inferior), que
implica la inhibicién dependiente de voltaje de la misma por iones Mg®" y diversas poliaminas

intracelulares (putrescina, espermina, espermidina).

1.1.2. Caracteristicas electrofisiologicas de la Ixin € ki3

Como se ha mencionado en la Introduccion, si bien no se sabe a ciencia cierta cual es la
composicion exacta de los canales que generan la Ix; humana, si estd ampliamente aceptado que los
canales Kir2.1 son los principales responsables de dicha corriente a nivel ventricular, mientras que
los canales Kir2.2 y en particular los Kir2.3 juegan un papel fundamental a la hora de generar la
corriente a nivel auricular (Wang y cols., 1998; Lopatin y Nichols, 2001; Gaborit y cols., 2007;
Anumonwo y Lopatin, 2010; Caballero y cols., 2010a). Las Figuras V.2A y V.3A muestran
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Figura V.2. Caracteristicas electrofisiologicas de Ix;,,. (A) Familia de trazos representativa de I, registrados tras
aplicar el protocolo que se muestra en la parte superior. (B) Relacion densidad de corriente-voltaje media construida
para la Iy, en células CHO con el rango de potenciales fisiologicamente relevante en el que se produce la salida de K"
y la rectificacion interna ampliado en la parte inferior de la figura. Los potenciales de membrana se han corregido de
acuerdo a un LJP de -13.2 mV. Cada punto representa la media = EEM de 27 experimentos/células. (C) Trazo de Ik
registrado a -120mV en el que se superpone el ajuste monoexponencial de la cinética de activacion (trazo verde).

familias de trazos de ki (en rojo) e Iirn3 (en azul) obtenidas en células CHO transfectadas de

forma transitoria con los plasmidos que codifican la expresion de los canales Kir2.2 (1.6 ug) o
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Figura V.3. Caracteristicas electrofisiolégicas de Ik;.,3. (A) Familia de trazos representativa de ;3 registrados tras
aplicar el protocolo que se muestra en la parte superior. (B) Relacion densidad de corriente-voltaje media construida
para la I, 3 en células CHO con el rango de potenciales fisiologicamente relevante en el que se produce la salida de K"
y la rectificacion interna ampliado en la parte inferior de la figura. Los potenciales de membrana se han corregido de
acuerdo a un LJP de -13.2 mV. Cada punto representa la media = EEM de 25 experimentos/células. (C) Trazo de I 3
registrado a -120 mV en el que se superpone el ajuste monoexponencial de la cinética de activacion (trazo verde).

Kir2.3 (1.6 ng), respectivamente. Las corrientes fueron registradas al aplicar pulsos de 250 ms de
duracion desde -120 hasta +20 mV en incrementos de 10 mV (potencial de fijacion = -60 mV). En
las Figuras V.2B y V.3B se muestran las relaciones densidad de corriente-voltaje caracteristicas de
los canales Kir2.2 y Kir2.3, respectivamente. Tanto para Ixin2 como para Ikin 3, €l ajuste de una
funcion monoexponencial al trazo a -120 mV permitid obtener las correspondientes constantes de
tiempo de activacion (et kiz2 = 1.0+ 0.1 ms a -120 mV, n = 18; Tuet kirn3 = 16.1 = 1.4 ms a -120
mV, n =15) (Figuras V.2C y 3C, respectivamente). Como se puede observar, la ki 3 presentaba una
cinética de activacion significativamente mas lenta que las otras dos corrientes, tal y como se habia
descrito previamente (Panama y Lopatin 2006; Panama y cols., 2007). Como se ha comentado en la
introduccion, la fase de activacion de las corrientes generadas por los canales Kir2.x no esta
determinada por las transiciones entre los estados conformacionales del canal sino que son
consecuencia de la velocidad de disociacion de las poliaminas de su sitio de uniéon en dichos
canales.

Superponiendo las relaciones densidad de corriente-voltaje para Ikin.1, Ikir2 € Ikin.3 registradas
durante la realizacioén de la presente Tesis Doctoral, se pueden observar las principales diferencias
en sus caracteristicas electrofisioldgicas (Figura V.4). De las tres corrientes, la Ikin3 es la que
presenta una menor densidad de corriente (debido principalmente a la menor conductancia de los
canales Kir2.3 en parte como consecuencia de una menor afinidad por el PIP2 frente a Kir2.1 y
Kir2.2) y una rectificacién mas débil (por una menor afinidad de las poliaminas por el poro del

canal).
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Figura V.4. Relaciones densidad de corriente-voltaje de Ix;.1, Ikir22 € Ixir23. Relaciones densidad de corriente-
voltaje medias construidas para Igini, Ikin2 € Ikins en células CHO con el rango de potenciales fisiologicamente
relevante en el que se produce la salida de K' y la rectificacion interna ampliado en el recuadro de la derecha. Los
potenciales de membrana se han corregido de acuerdo a un LJP de -13.2 mV. Cada punto representa la media + EEM de
mas de 25 experimentos/células.

1.1.3. Efectos de la expresion de canales Nav1.5-p sobre la Ikin

En la Figura V.5A se muestra una familia de trazos de corriente generada por homotetrameros
de los canales Kir2.1 (/kir.) registrados en células CHO transfectadas transitoriamente con el
ADNCc de los canales Kir2.1 humanos (1.6 pg) solos o junto con los ADNc que codifican para las
subunidades o del canal de Na™ cardiaco humano Nav1.5 (1.6 pg) y para las subunidades auxiliares

Navp1 (1.6 pg) (Navl.5-B). Los resultados demuestran que la coexpresion de los canales Nav1.5-
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Figura V.5. (Pagina anterior). La expresion de Navl.5 aumenta la densidad de la Ig;.,;. (A) Trazos de I,
registrados en células CHO que expresaban sdlo los canales Kir2.1 (1.6 pg) o Kir2.1 + Nav1.5-f (1.6:1.6 pg) mediante
el protocolo de pulsos que se muestra en la parte superior de la figura. (B) Relaciones densidad-voltaje medias
construidas para la /i, | registrada en células que expresaban solo los canales Kir2.1 o Kir2.1 + Nav1.5-f en células
CHO. En el recuadro se representan los datos a potenciales positivos para el Ex en escala expandida. Los potenciales de
membrana se han corregido de acuerdo a un LJP de -13.2 mV. Cada punto representa la media + EEM de mas de 25
experimentos/células. *P < 0.05 frente a Kir2.1 solo. (ANOVA de una via seguido del test de Newman-Keuls y modelo
multinivel de efectos mixtos).

junto con los canales Kir2.1 incrementaba significativamente la densidad de la ki tanto de
entrada (de -120.9+ 11.8 pA/pF a -192.6 + 16.5 pA/pF, a -120 mV) como de salida (de +9 = 1.2
pA/pF a +18.1 + 3.5 pA/pF, a -50 mV) (n = 31, P < 0.05) (Figura V.5A y B). Sin embargo, la
coexpresion de Navl.5-p no produjo efectos significativos sobre otras propiedades
electrofisiologicas de la Ikir».; como la cinética de activacion (Figura V.14 y Tabla V.1), el potencial

al que se registra la corriente méxima de salida o la pendiente de la rectificacion (P > 0.05).

La subunidad auxiliar Navp1 ejerce un efecto chaperona sobre la expresion de los canales
Navl.5 (Qu y cols., 1995), por tanto quisimos descartar que el aumento de la Ikin; fuera
consecuencia de la presencia de las subunidades Navf1.

En la Figura V.6 se demuestra que la cotransfeccion de NavB1l con los canales Kir2.1 (en
ausencia de Navl.5) no modificaba significativamente la Ik registrada en células CHO. Este
resultado confirma que es la subunidad o del canal de sodio cardiaco la responsable de la

modulacion positiva de los canales Kir2.1.

Potencial de membrana (mV) Figura V.6. La I;»; no se modifica en presencia de las

subunidades Navp1. Relaciones densidad-voltaje medias
construidas para la Ix;p; en células CHO que expresaban
solo Kir2.1 o Kir2.1 + NavBl. En el recuadro se
representan los datos a potenciales positivos para el Ex en
escala expandida. Los potenciales de membrana se han
corregido de acuerdo a un LJP de -13.2 mV. Cada punto
representa la media + EEM de al menos 6 experimentos en
cada grupo. (ANOVA de una via seguido del test de
Newman-Keuls y modelo multinivel de efectos mixtos).
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1.1.4. Efectos de la expresion de los canales Nav1.5- sobre la Ikino v 1a Ikin 3

En las Figuras V.7A y V.8A se muestran unas familias de trazos de corriente generada por
homotetrameros de los canales Kir2.2 (Kkin2) v Kir2.3 (Kkirn3), respectivamente, registrados en
células CHO transfectadas transitoriamente con el ADNc de los canales Kir2.x humanos (1.6 pg)
solos o junto con los ADNc que codifican para los canales humanos Navl.5 (1.6 pug) y para las

subunidades NavpBl (1.6 pg) (Navl.5-f). La cotransfeccion con los canales Navl.5-f también
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Figura V.7. La expresion de Navl.5 aumenta la densidad de la Iy, (A) Trazos de Iii, registrados en células
CHO que expresaban sdlo los canales Kir2.2 (1.6 pg) o Kir2.2 + Nav1.5-f (1.6:1.6 pg) mediante el protocolo de pulsos
que se muestra en la parte superior de la figura. (B) Relaciones densidad-voltaje medias construidas para la I,
registrada en células CHO que expresaban solo los canales Kir2.2 o Kir2.2 + Nav1.5-p. En el recuadro se representan
los datos a potenciales positivos para el Ex en escala expandida. Los potenciales de membrana se han corregido de
acuerdo a un LJP de -13.2 mV. Cada punto representa la media £+ EEM de més de 25 experimentos/células. *P < 0.05
frente a Kir2.2 solo. (ANOVA de una via seguido del test de Newman-Keuls y modelo multinivel de efectos mixtos).

incrementaba significativamente la densidad de la /i tanto de entrada (de -71.9 = 9 pA/pF a -
123.5 + 10.7 pA/pF, a -120 mV) como la de salida (de +0.3 £ 0.2 pA/pF a +2.1 + 0.7 pA/pF, a -50
mV) (n = 30, P < 0.05) (Figura V.7A y 7B). De nuevo, la coexpresion de Navl.5-B no produjo
efectos significativos sobre otras propiedades electrofisioldgicas de la Ikin, como la cinética de
activacion (Figura V.14 y Tabla V.1), el potencial al que se registra la corriente maxima de salida o

la pendiente de la rectificacion (P > 0.05).

Por el contrario, la Figura V.8A y 8B demuestra que la cotransfeccion con los canales Nav1.5-

no modificaba ni la corriente de entrada ni la de salida generada por los canales Kir2.3 (/kir.3).
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Tampoco se vieron modificadas la cinética de activacion (Figura V.14 y Tabla V.1), el potencial al
que se registra la corriente maxima de salida o la pendiente de la rectificacion (P > 0.05) de Ikin 3.
Por lo tanto, los resultados obtenidos hasta el momento indicaban que los canales Navl.5-f

modulan positivamente la expresion de los canales Kir2.1 y Kir2.2, pero no la de los canales Kir2.3.
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Figura V.8. La expresion de Navl.5 aumenta la densidad de la Ig;» 3 (A) Trazos de I, 3 registrados en células
CHO que expresaban solo los canales Kir2.3 (1.6 pg) o Kir2.3 + Nav1.5-f (1.6:1.6 pg) mediante el protocolo de pulsos
que se muestra en la parte superior de la figura. (B) Relaciones densidad-voltaje medias construidas para la Iy 3
registrada en células CHO que expresaban sélo los canales Kir2.3 o Kir2.3 + Nav1.5-f. En el recuadro se representan
los datos a potenciales positivos al el Ex en escala expandida. Los potenciales de membrana se han corregido de
acuerdo a un LJP de -13.2 mV. Cada punto representa la media + EEM de mas de 25 experimentos/células. *P < 0.05
frente a Kir2.3 solo. (ANOVA de una via seguido del test de Newman-Keuls y modelo multinivel de efectos mixtos).

1.2. Efectos de Nav1.5 sobre la expresion de Kir2.1 en la membrana citoplasmatica

Los resultados obtenidos hasta ahora demuestran que la coexpresion de los canales Navl.5
aumenta la densidad de la corriente generada por canales Kir2.1 y Kir2.2. Desde un punto de vista
tedrico dicho aumento podria ser debido, o bien a un cambio en las propiedades biofisicas del canal
que dé lugar a un aumento de su conductancia y/o de su probabilidad de apertura, o bien a un
incremento en el numero de canales Kir2.1/2.2 presentes en la membrana citoplasmatica. Los
resultados previos obtenidos por el grupo del Dr. Jalife sugerian que la modulacion /x-In, no era
consecuencia de cambios biofisicos (Milstein y cols., 2012). Por ello quisimos determinar si la
cotransfeccion de canales Navl.5 estaria aumentando la expresion de canales Kir2.1 en la

membrana citoplasmatica. Con este objetivo, se construy6 un canal Kir2.1 quimérico (ver Material
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y Métodos) insertando la proteina fluorescente amarilla Cp173Venus antes del extremo N-terminal
de Kir2.1 (Kir2.1-CpVenus). Es importante destacar que la introduccion de la proteina fluorescente
no causo ninguna alteracion en las propiedades electrofisioldgicas del canal Kir2.1, de tal forma que
la corriente generada por los canales Kir2.1-CpVenus era idéntica a la generada por los canales

Kir2.1 (Figura V.9)

Potencial de membrana (mV)

Kir2.1-CpVenus

50 ms

L'Zi| pepisuaq

IR
o
o

)

(4d/yd

-@-Kir2.1 WT -e- Kir2.1-CpVenus

Figura V.9. La proteina fluorescente CpVenus no altera las propiedades electrofisiologicas de las corrientes
generadas por los canales Kir2.1. (A) Trazos de Ik;., registrados en células CHO transfectadas con el canal Kir2.1-
CpVenus tras aplicar pulsos de 250 ms de duraciéon desde un potencial de fijacion de -60 mV hasta potenciales
comprendidos entre -120 y +20 mV. (B) Relaciones densidad-voltaje medias para la Iy;,  registradas en células CHO
que expresaban los canales Kir2.1 o Kir2.1-CpVenus. En el recuadro se representan los datos a potenciales positivos al
el Ex en escala expandida. Los potenciales de membrana se han corregido de acuerdo a un LJP de -13.2 mV. Cada
punto representa la media + EEM de mas de 5 experimentos/células. (ANOVA seguido del test de Newman-Keuls y
modelo multinivel de efectos mixtos).

El plasmido que codificaba esta construccion fue transfectado de forma transitoria en células
HEK-293 vy, 48 h después de la transfeccion, se midi6 la expresion del canal Kir2.1-CpVenus en
ausencia y en presencia de Navl.5 mediante microscopia de fluorescencia. En la Figura V.10A
(izquierda) se muestra una imagen obtenida en una célula HEK-293 transfectada con el ADNc que
codifica la expresion del canal Kir2.1-CpVenus (1.6 png) sélo. Como puede observarse, la sefial
fluorescente se distribuye uniformemente por el citoplasma, si bien ésta es mas intensa en el borde
de la célula. Utilizamos un software de procesamiento de iméagenes (ImagelJ) que nos permitid
cuantificar la sefal fluorescente en la region de interés seleccionada (identificada mediante la linea
vertical amarilla). En el grafico situado en la esquina superior izquierda de la imagen, se muestra la
intensidad de la sefial fluorescente a lo largo de la region seleccionada. La intensidad aumenta
marcadamente en las dos zonas que se corresponden con la membrana citoplasmatica. En la imagen

situada en la parte derecha, se muestra el resultado obtenido en una célula transfectada con canales
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Kir2.1-CpVenus conjuntamente con canales Navl.5 en los que habia sido insertada una proteina
fluorescente cian (Navl.5-mTq2) para confirmar visualmente la cotransfeccion con este canal.
Tanto en la imagen, como en el grafico de la esquina superior izquierda se observa que la intensidad
maxima correspondiente a la region de la membrana es mayor que en ausencia de canales Navl.5.
De hecho el promedio calculado para todos los experimentos realizados, demuestran que la
cotransfeccion de canales Nav1.5 duplica la intensidad maxima de la sefial fluorescente emitida por
los canales Kir2.1-CpVenus (P<0.05) (Figura V.10B). Por todo ello, podemos concluir que el
aumento de la Ikio; producido por la coexpresion de canales Navl.5 es consecuencia de un

aumento de la expresion de los canales Kir2.1 en la membrana citoplasmatica.
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Figura V.10. La expresion de Nav1.5 aumenta la expresion de los canales Kir2.1 en la membrana citoplasmatica.
(A) Imagenes de microscopia confocal en las que se muestran dos células HEK-293 transfectadas con los canales Kir2.1
unidos a la proteina fluorescente amarilla Cp173 Venus (Kir2.1-CpVenus) en ausencia (izquierda) o en presencia de
canales Nav1.5 (derecha). En la parte superior izquierda de cada imagen, se representa la intensidad de fluorescencia a
lo largo de la region seleccionada de la célula (representada por la linea vertical amarilla). (B) Valores medios de
intensidad maxima (correspondiente a la region de la membrana citoplasmatica) medidos en células transfectadas con
canales Kir2.1-CpVenus con o sin Nav1.5. Cada barra representa la media = EEM de 5 células en cada grupo. *P < 0.05
frente a Kir2.1-CpVenus solo. (Prueba de la ¢ de Student).

1.3. Estudios de interaccion entre los canales Navl.5 y Kir2.x

En los siguientes grupos de experimentos, quisimos determinar si existe una interaccion fisica
entre las proteinas que forman los canales Kir2.1/Kir2.2 y los canales Navl.5, reforzando la
hipotesis de que pueden formar parte del mismo canalosoma. Con este objetivo se realizaron

ensayos de co-inmunoprecipitacion y de ligacion por proximidad (PLA).
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1.3.1. Ensayos de co-inmunoprecipitacion entre los canales Nav1.5 y Kir2.x

El ensayo de co-inmunoprecipitacion de proteinas permite detectar interacciones proteina-
proteina gracias a la utilizacion de un anticuerpo especifico que permite aislar la proteina A en una
muestra, y detectar posteriormente mediante western blot la presencia de la proteina B, solamente si

¢sta se encontraba originalmente unida a la proteina A (ver Material y Métodos).

IP Anti: IP Anti:

Lisado Ac Lisado Ac
corazon Sob No corazon Sob No

raton Kir2.2 Kir2.2 Inmune rata Nav1.5 Nav1.5 Inmune
il—

IB: Nav1.5 IB: Kir2.1

Figura V.11. Los canales Kir2.1 y Kir2.2 interaccionan con el canal Navl.5 en corazén de rata y ratén. (A) La
proteina Nav1.5 inmunoprecipita con el canal Kir2.2. El canal Navl.5 fue detectado por western blot en lisado de
corazon de raton. Todas las reacciones de inmunoprecipitacion (n = 4) se realizaron con preparaciones enriquecidas de
membrana de ventriculos de raton (N = 2), puesto que el canal Kir2.2 no se pudo detectar con los anticuerpos utilizados
en corazones de rata. (B) El canal Kir2.1 inmunoprecipita con el canal Navl.5. El canal Kir2.1 fue detectado por
western blot en lisado de corazén de rata. Todas las reacciones de inmunoprecipitacion (n = 4) se realizaron con
preparaciones enriquecidas de membrana de ventriculos de rata (N = 3). Todos los lisados y sus correspondientes co-
inmunoprecipitaciones se cargaron en el mismo gel los carriles fueron separados unicamente (linea continua) al
incubarlos con anticuerpos secundarios diferentes. IP, anticuerpo utilizado para la inmunoprecipitacion. IB, anticuerpo
utilizado para inmunoblotting. En los paneles A y B los lisados se trataron con una IgG (y proteina A/G) no especifica y
fueron utilizados (“Ac no inmune”) como control negativo. También se muestra el sobrenadante (Sob) recuperado
después de la centrifugacion de los experimentos de inmunoprecipitacion.

Debido a que en trabajos anteriores se habia demostrado mediante experimentos de co-
inmunoprecipitacion la interaccion entre Kir2.1 y Navl.5 (Milstein y cols., 2012), se decidio

comprobar si Navl.5 interaccionaba con los canales Kir2.2 y Kir2.3, presentes también en tejido
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cardiaco. En las Figuras V.11A y VI2A se muestran los resultados obtenidos al determinar la
posible co-inmunoprecipitacion de Navl.5 con Kir2.2 y Kir2.3. En ellas se puede observar (de
izquierda a derecha): a) un primer carril donde aparece un marcador de pesos moleculares; b) un
segundo carril donde se muestra la deteccion de los canales Nav1.5 en el lisado ventricular de raton
(Figura V.11.A) o de rata (Figura V.12.A) mediante western blot (con un peso molecular cercano a
250 KDa); c¢) un tercer carril en el cual se muestra el resultado de la co-inmunoprecipitacion. En
este caso se observa que los complejos proteicos procedentes del lisado de corazon e
inmunoprecipitados con el anticuerpo que reconoce los canales Kir2.2 poseen canales Navl.5
(Figura V.11A), pero los complejos proteicos inmunoprecipitados con el anticuerpo que reconoce
los canales Kir2.3 no poseen canales Nav1.5 (Figura V.12A); d) un cuarto carril que demuestra que
Navl.5 no esta en el sobrenadante de la co-inmunoprecipitacion con los anticuerpos que reconocen
los canales Kir2.2 (Figura V.11A), pero si en los que reconocen Kir2.3 (Figura V.12A). Si hubiera
interaccion entre la proteina inmunoprecipitada (Kir2.2 o Kir2.3) y la proteina analizada mediante

western blot (Nav1.5), ésta Gltima no apareceria en el sobrenadante (caso de los canales Kir2.2 y

IP Anti: IP Anti: IP Anti:

Lisado Lisado Ac Lisado Ac
corazon Sob corazoén Sob No corazoén Sob No
rata  Kir2.3 Kir2.3 rata Nav1.5 Nav1.5 Inmune rata  Kir2.3 Kir2.3 Inmune

h-a-fH J

e

i 4

IB: Nav1.5 IB: Kir2.3 IB: Kir2.3

Figura V.12. El canal Kir2.3 no interacciona con el canal Navl.5 en corazén de rata. (A) El canal Navl.5 fue
detectado por western blot en lisado de corazon pero no inmunoprecipitaba con el canal Kir2.3 (n = 3). También se
muestra el sobrenadante (Sob) recuperado después de la centrifugacion del inmunoprecipitado del canal Kir2.3. (B) El
canal Kir2.3 no inmunoprecipita con el canal Navl.5. Kir2.3 fue detectado por western blot en lisado de corazén. (C)
Como control positivo, la imagen muestra que Kir2.3 inmunoprecipita con el anticuerpo utilizado para co-
inmunoprecipitar Kir2.3. Todas las reacciones de inmunoprecipitaciéon (n = 4) se realizaron con preparaciones
enriquecidas de membrana de ventriculos de rata (N = 3) y todos los lisados y sus correspondientes co-
inmunoprecipitaciones se corrieron en el mismo gel, los carriles fueron Ginicamente separados (linea continua) cuando
se utilizaron anticuerpos diferentes (B y C). IP, anticuerpo utilizado para la inmunoprecipitacion. 1B, anticuerpo
utilizado para inmunoblotting. En los paneles C y D los lisados se trataron con una IgG (y proteina A/G) no especifica y
fueron utilizados (“Ac no inmune”) como control negativo.
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Navl.5 en la Figura V.11A). Si no hubiera interaccidon entre la proteina inmunoprecipitada y la
proteina analizada mediante western blot, ésta Gltima apareceria al analizar el sobrenadante (caso de
los canales Kir2.3 y Navl.5 en la Figura V.12A). Como control negativo (quinto carril) se llevo a
cabo la inmunoprecipitacién utilizando un anticuerpo inespecifico (anticuerpo no inmune) que
demuestra la especificidad de los resultados obtenidos. Todos estos resultados demuestran que el
canal Navl.5 co-inmunoprecipitaba con el canal Kir2.2 pero no con el canal Kir2.3. La Figura
V.11.C confirma que el canal Kir2.3 (banda entre 50 y 37 KDa) inmunoprecipitaba con el
anticuerpo de Kir2.3 utilizado, lo cual descartaba que los resultados que indicaban que los canales
Kir2.3 no co-inmunoprecipitan con los Navl.5-f fueran debidos a la falta de afinidad del
anticuerpo. Para confirmar los resultados obtenidos, realizamos la co-inmunoprecipitacion a la
inversa, es decir, se utilizoé en primer lugar el anticuerpo frente al canal Nav1.5 y a continuacién se
detecto la presencia de Kir2.x en el inmunoprecipitado. En estas condiciones, confirmamos que el
canal Kir2.1 (banda cercana a los 50 KDa), pero no el canal Kir2.3, co-inmunoprecipitaba con el

canal Navl.5 (Figuras V.11By V.12B).

1.3.2. Ensayo de ligacion por proximidad entre los canales Navl.5 y Kir2.1 en la membrana de

miocitos ventriculares de rata

Como se ha descrito anteriormente (ver Material y Métodos), el ensayo de ligacion por
proximidad, PLA (Proximity Ligation Assay) permite la deteccion in situ de proteinas que estan
situadas entre si a una distancia menor a 40 nm utilizando microscopia de fluorescencia (Soderberg
y cols., 2006). Los ensayos de PLA fueron llevados a cabo en miocitos ventriculares de rata sin
permeabilizar, lo que permitié determinar la posible interaccion proteina-proteina exclusivamente
en la membrana plasmatica. Como se puede observar en las imagenes de campo claro mostradas en
los recuadros de la parte izquierda de la Figura V.13A, los miocitos fueron fijados con éxito
conservando su morfologia y estriaciones caracteristicas. Se realizaron dos grupos de experimentos:
a) un grupo control (Control Negativo) en el que se llevd a cabo el ensayo de PLA sin utilizar los
anticuerpos primarios frente a los canales Kir2.1 y Navl.5, Ginicamente afiadiendo los anticuerpos
secundarios especiales unidos a aptameros de ADN y llevando a cabo la amplificacion del ADN
con nucleotidos marcados con una sonda fluorescente (ver Material y Métodos). La ausencia de
sefal fluorescente demostraba que no habia interacciones inespecificas ni artefactos experimentales
que pudieran interferir en las determinaciones (Figura V.13A, parte superior), y b) el grupo

problema en el que el ensayo de PLA se realizo utilizando anticuerpos primarios que se unian tanto

180



Resultados

>

CAMPO CLARO SECCION INDIVIDUAL PROYECCION EN Z

.
N |

Control Negat|vo Kir2.1 + Nav1.5

CONTROL NEGATIVO

pH
;.
g
Z
+
2|
X

Figura V.13. El canal Kir2.1 interacciona con el canal Navl.5 en la membrana de miocitos ventriculares de rata
adulta. (A) Analisis mediante ensayo de ligacion por proximidad (PLA) de la interaccion de Kir2.1 y Navl.5 en la
membrana. El ensayo de PLA se llevo a cabo sin permeabilizar la membrana de los miocitos utilizando anticuerpos que
identificaban una secuencia extracelular de los dos canales. El control negativo se realizo sin afiadir los anticuerpos
primarios. La proyeccion en Z es la suma de todas las secciones obtenidas por microscopia confocal. (B) Media de las
intensidades de la sefial fluorescente medidas en las proyecciones en Z en distintos miocitos ventriculares de rata. Cada
barra representa la media £ EEM de 5 experimentos/miocitos de dos ratas distintas. En B, ** P < 0.01 frente al control
negativo. U.A., pixeles en verde/ pixeles totales. En azul nucleo tefiido con DAPI, en verde sefial PLA (interaccion
entre Kir2.1 y Nav1.5). (Prueba de la ¢ de Student).
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a Kir2.1 como a Navl.5 en una region extracelular de los canales, para posteriormente anadir los
anticuerpos secundarios especiales unidos a aptdmeros de ADN y llevar a cabo la amplificacion del
ADN con nucledtidos marcados fluorescentemente (ver Material y Meétodos). Utilizando
microscopia confocal de fluorescencia se obtuvieron imagenes de diferentes secciones en el eje Z
para cada célula. En el centro de la Figura V.I3A recuadro inferior, se muestra la imagen
correspondiente a la seccion central de la célula. Como se puede observar, en el contorno de la
célula aparece senal fluorescente (verde) que demuestra que existe interaccion entre los canales
Kir2.1 y Navl.5 a nivel de la membrana plasmatica de los miocitos. Asimismo, en la Figura V.13A
(parte inferior, derecha) se muestra la superposicion de todas las secciones adquiridas en el eje Z, lo
que da lugar a una sefial fluorescente mas intensa, correspondiente al contorno de la célula y a la
parte superior e inferior de la membrana. En la figura V.13B se muestra la media de las intensidades
de la senal fluorescente medidas en las proyecciones en Z de los miocitos ventriculares de rata
utilizados en estos experimentos, siendo la intensidad de la sefal significativamente mayor para el
ensayo de PLA para Kir2.1 + Navl.5 que para el control (P < 0.01). Por lo tanto, estos resultados
demuestran que los canales Kir2.1 y Navl.5 interaccionan fisicamente (se sitlian a una distancia

menor de 40 nm entre si) en la membrana celular.

1.4. Efectos de la expresion de Nav1.5-p sobre las corrientes generadas por heterotetrameros

de Kir2.x

Los datos experimentales sugieren que la /x; ventricular humana estd generada principalmente
por homotetrdmeros de Kir2.1, mientras que en la Jx; auricular humana juegan un papel
fundamental los homo y heterotetrdmeros de Kir2.3 (Wang y cols., 1998; Gaborit y cols., 2007,
Caballero y cols., 2010a, Amoros y cols., 2013). Para analizar los efectos de la expresion de los
canales Nav1.5 sobre la corriente generada por diferentes heterotetrdmeros de Kir2.x, las células
CHO fueron cotransfectadas (0.8:0.8 pg) con los canales Kir2.1 y Kir2.2 (Kir2.1/2.2), Kir2.1 y
Kir2.3 (Kir2.1/2.3), o Kir2.2 y Kir2.3 (Kir2.2/2.3) y sus corrientes fueron comparadas con aquellas

Figura V.14. (Pagina siguiente) La expresion de al menos una subunidad Kir2.3 en heterotetrameros de Kir2.x
impide la modulacién reciproca positiva de los canales Kir2.x — Navl.5. (A) Familia de trazos de corriente
registrada en células que expresaban canales Kir2.1 + Kir2.3 (0.8:0.8 pg) o cuando eran cotransfectadas junto con las
subunidades Navl.5-f (1.6:1.6 pg). (B) Familia de trazos de corriente registrados en células que expresaban canales
Kir2.2 + Kir2.3 (0.8:0.8 pg) o cuando eran cotransfectadas junto con las subunidades Nav1.5-f (1.6:1.6 ng). En la parte
superior de los paneles A y B, se muestra el protocolo de pulsos aplicado para registrar las corrientes Ixinx. (C)
Densidad de las corrientes I x registradas a -120 mV en células transfectadas con homo y heterotetrameros de Kir2.x
en ausencia o en presencia de Nav1.5-f. En C, * P <0.05 frente a Kir2.1, # P < 0.05 frente a Kir2.2, y § P <0.05 frente
a Kir2.1 + Kir2.2. Cada barra representa la media + EEM de al menos 25 experimentos/células (ANOVA seguido del
test de Newman-Keuls y modelo multinivel de efectos mixtos).
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generadas en células que ademads fueron transfectadas con Nav1.5-f (1.6:1.6 pg) (Figura V.14). Las
corrientes generadas por los canales Kir2.1/Kir2.2, Kir2.1/Kir2.3 y Kir2.2/Kir2.3 presentaban
cinéticas de activacion con valores intermedios y significativamente diferentes a las cinéticas de las

corrientes generadas por canales homotetraméricos, demostrando la naturaleza heterotetramérica de

Kir2.1 Kir2.2 Kir2.3 Kir2.1/Kir2.2 | Kir2.1/Kir2.3 | Kir2.2/Kir2.3
0 1.8+0.1 1+£0.1* 16.1+14* 12+£0.1*0 6.6+0.6%*95 45+08d9
+ Navl.5 1.8+ 0.1 0.9+0.04 * 174+14* 1.3£0.1*0 59+08*% 44+11056

Tabla V.1. Valores de las cinéticas de tiempo de activacion de las corrientes Ii;.,,. Constantes de tiempo de
activacion obtenida ajustando a una funcién monoexponencial los trazos registrados a -120 mV de las corrientes I x
para las construcciones indicadas. Cada valor representa la media = EEM de al menos 5 experimentos/células. * P <
0.05 frente a células transfectadas con Kir2.1 solo o junto con Nav1.5-f. @ P < 0.05 frente a células transfectadas con
Kir2.2 solo o junto con Navl.5-f. 8 P < 0.05 frente a células transfectadas con Kir2.3 solo o junto con Navl.5-f.
(ANOVA seguido del test de Newman-Keuls y modelo multinivel de efectos mixtos).
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los canales (Figura V.15 y Tabla V.1). Al contrario de lo observado en células que expresaban las
subunidades Kir2.1 y/o Kir2.2, la cotransfeccion con Navl.5-f no incrementaba la densidad de

Ikinx en células que expresaban canales heterotetraméricos que contenian subunidades Kir2.3

(Figura V.14).
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Figura V.15. Cinéticas de tiempo de activacion de las corrientes I;,,. Grafico de barras donde se muestra la
constante de tiempo de activacion obtenida ajustando a una funciéon monoexponencial los trazos registrados a -120 mV
de las corrientes Ixi»x para las construcciones indicadas. Cada barra representa la media =+ EEM de al menos 5
experimentos/células. * P < (.05 frente a células transfectadas con Kir2.1 solo o junto con Nav1.5-f. ® P < 0.05 frente
a células transfectadas con Kir2.2 solo o junto con Nav1.5-B. § P < 0.05 frente a células transfectadas con Kir2.3 solo o
junto con Nav1.5-B. (ANOVA seguido del test de Newman-Keuls y modelo multinivel de efectos mixtos).

2. PAPEL DE LA SECUENCIA DE UNION A DOMINIOS PDZ DE LOS CANALES Kir2.x

Tal y como se mencionaba en la Introduccion, se habia propuesto que la modulacion reciproca
positiva entre los canales Nav1.5 y Kir2.1 dependia de la union de los canales Kir2.1 y Navl.5 a los
dominios PDZ de la proteina de anclaje de la familia MAGUK SAP97, a través de sus motivos de
union a PDZ situados en los extremos C-terminales (Milstein y cols., 2012). Los canales Kir2.1 y
Kir2.2 presentan el mismo motivo de union a PDZ en el extremo C-terminal (SEI), mientras que en

el canal Kir2.3 es diferente (SAI) (Leonoudakis y cols., 2001; 2004a; 2004b) (Figura V.16). Por lo

184



Resultados

tanto, se analizé si esta variacion podria ser la responsable de las diferencias en la modulacion de

Navl.5-f sobre Kir2.1/2.2 y Kir2.3.

KIR2Z.1 p.11 leprplrresei

KIR2.2 p.11 legrpyrresei
KIR2.3 p.11 ldnisyrresai

Figura V.16. Alineamiento de la secuencia de los ultimos 12 aminoacidos de los canales Kir2.x. El dominio de
union a PDZ del extremo C-terminal de los canales Kir2.1 y Kir2.2 es idéntico (SEI), pero ambos son distintos del de
Kir2.3 (SAI). Siguiendo la convencién aceptada, las posiciones de los péptidos fueron numeradas desde el ultimo
residuo (posicion 0, p.0).

2.1. Efectos de mutaciones en el dominio de union a PDZ de canales Kir2.x en la modulacion

reciproca de la Ix;2.x

Para el estudio del papel de la secuencia de union a dominios PDZ, se realizaron experimentos
de mutagénesis dirigida con el objeto de construir canales Kir2.x quiméricos en los que se

sustituyeron las secuencias de uniéon a dominios PDZ de los canales Kir2.1 y Kir2.2 generando

Potencial de membrana (mV)

-o-Kir2.1WT

(4d/wd) L zaM| pepisueQ

Kir2.1 p.E426A Kir2.1 p.E426A+Nav1.5- —+-Kir2.1 p.E426A
~<-Kir2.1 p.E426A+Nav1.5-3

Figura V.17. El dominio de unién a PDZ de los canales Kir2.1 es necesario para la modulacién positiva
producida por el canal Navl.5. (A) Trazos de Iiin.1 ra2ea registrados en células que expresaban solo canales Kir2.1
p-E426A o Kir2.1 p.E426A + Navl.5-B utilizando el protocolo de pulsos que se muestra en la parte superior. (B)
Relaciones densidad de corriente-voltaje media construidas para corrientes registradas en células CHO que expresaban
canales Kir2.1 WT y mutante solos o conjuntamente con Nav1.5-B. En B el recuadro muestra los datos a potenciales
positivos del Ex en escala expandida. Cada punto representa la media £ EEM de mas de 25 experimentos/células.
(ANOVA seguido del test de Newman-Keuls y modelo multinivel de efectos mixtos).
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canales Kir2.1 y Kir2.2 que contenian la secuencia de union a PDZ del canal Kir2.3 (Kir2.1
p-E426A y Kir2.2 p.E432A, respectivamente). Como se puede observar en la Figura V.17 tanto en
las familias de trazos de corriente (A) como en las relaciones densidad de corriente-voltaje (B), la
corriente generada por los canales Kir2.1 p.E426A no presentaba diferencias significativas en la
densidad de corriente y en la cinética de activacion respecto a la de la corriente generada por los
canales Kir2.1 WT. Sin embargo, es muy importante destacar que la cotransfeccion de Nav1.5-f
con el canal Kir2.1 p.E426A no incrementaba la densidad de /ki 1 p.e426A-

De forma similar, observamos que la mutacion p.E432A no producia cambios significativos en
las propiedades electrofisioldogicas de Kir2.2, sin embargo, como se puede observar en las

relaciones densidad de corriente- voltaje de la Figura V.18, la cotransfeccion de Nav1.5- con el

Potencial de membrana (mV) . . y
Figura IV.18. El dominio de union a PDZ de los canales

Kir2.2 es necesario para la modulaciéon positiva
producida por el canal Navl.5. Relaciones densidad de
corriente-voltaje medias construidas para corrientes
registradas en células que expresaban canales Kir2.2 WT y
mutante solos o conjuntamente con Navl.5-f. En el
recuadro se muestran los datos a potenciales positivos del
Ex en escala expandida. Cada punto representa la media +
o Kir22 WT -140 EEM de més de 25 experimentos/células. (ANOVA
“+Kir2.2 p.E432A seguido del test de Newman-Keuls y modelo multinivel de
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canal Kir2.2 p.E432A no incrementaba la densidad de Ikir22 pa324. Todos estos resultados indicaban
que la sustitucion del residuo acido Glutdmico en posicion 1 (pl) por una Alanina suprimia la

modulacion positiva de los canales Kir2.1 y Kir2.2 por parte de Nav1.5.

A continuacion se generaron canales Kir2.3 con la secuencia de unién a PDZ de los canales
Kir2.1-2.2 (Kir2.3 p.A444E). Como se muestra en la Figura V.19, la introduccion de esta mutacion,
no produjo cambios significativos ni en la densidad de la corriente, ni en la cinética de activacion de
Ikir3. Sin embargo, llama la atencidon que como se muestra en la Figura V.19A y 19B, Ia
cotransfeccion de Nav1.5-f con el canal Kir2.3 p.A444E incrementaba significativamente tanto la
corriente de entrada como la de salida de estos canales. Todos estos resultados demostrarian que la
presencia de un dcido glutdmico en posicion pl del motivo de unién a dominios PDZ de los canales
Kir2.x es critica para que se produzca la modulacion positiva por parte de los canales Navl.5.

Ademas, sugerian que dicha modulacion positiva podria implicar la interaccion de los canales
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Kir2.x con una proteina que presente dominios PDZ y que pudiera unirse a Kir2.1 y Kir2.2, pero no

a Kir2.3.
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Kir2.3 p.A444E+Nav1.5-B o Kir2.3 A444E+Nav1.5-f

Figura V.19. El dominio de unién a PDZ de los canales Kir2.1 y Kir2.2 introducido en los canales Kir2.3 es
necesario para la interaccion positiva con el canal Navl.5. Arriba del panel. Izquierda, protocolo utilizado para
registrar A. (A) Trazos de Ikin3 passsr registrados en células que expresaban solo canales Kir2.3 p.A444E o Kir2.3
p.-A444E + Navl.5-f. (B) Relaciones densidad de corriente-voltaje medias construidas para corrientes registradas en
células que expresaban canales Kir2.3 WT y mutante solo o mas Nav1.5-B. En (B), los recuadros muestran los datos a
potenciales positivos del Ex en escala expandida. En (B) * P < 0.05 frente a Kir2.3 p.A444E (ANOVA seguido de un
test de Newman-Keuls y modelo multinivel de efectos mixtos). Cada punto representa la media + EEM de mas de 25
experimentos/células. (ANOVA seguido del test de Newman-Keuls y modelo multinivel de efectos mixtos).

En estudios previos se habia demostrado que Kir2.1, Kir2.2 y Kir2.3 se unen a SAP97 con la
misma afinidad (Leonoudakis y cols., 2001; 2004a; 2004b; Vikstrom y cols., 2009; Milstein y cols.,
2012). Por el contrario, se ha descrito que los canales Kir2.3 se unen a la al-sintrofina con menor
afinidad que Kir2.2 (Leonoudakis y cols., 2004a). Teniendo en cuenta este hecho, nuestros
resultados sugeririan que la modulacién positiva Kir2.x-Nav1.5 no estaria mediada por la uniéon de
estos canales a SAP97, si no a la al-sintrofina. Para evaluar esta hipotesis, se substituy6 la
secuencia C-terminal (SEI) de los canales Kir2.1 y Kir2.2 por otra secuencia de uniéon a dominios
PDZ (SSV) que permite la union a la al-sintrofina pero no a SAP97 (Leonoudakis y cols., 2001).
Los resultados obtenidos demuestran que la sustitucion de la secuencia C-terminal, no produjo
cambios significativos en las propiedades electrofisioldgicas. Sin embargo, es importante destacar
que la cotransfeccion de Nav1.5-B con el canal Kir2.1 SSV aument6 significativamente la corriente
generada por el canal Kir2.1 SSV (Figura V.20), lo cual reforzaba la hipotesis de que es la al-

sintrofina, y no SAP97 la proteina de anclaje implicada en la modulacién Kir2.x-Navl.5.
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Potencial de membrana (mV) Figura V.20. El canal Navl.5 aumenta la
corriente generada por canales Kir2.1 con un

dominio de unién a PDZ que permite la unién
a la al-sintrofina [Ser, Ser, Val (SSV)], pero
no a SAP97. Relaciones densidad de corriente-
voltaje medias construidas para corrientes
registradas en células CHO que expresaban
canales Kir2.1 WT y Kir2.1 SSV solos o
conjuntamente con Navl.5-fB. En el recuadro se
muestran los datos a potenciales positivos del Ex
en escala expandida. Cada punto representa la
media + EEM de mas de 25 experimentos/células.
. (ANOVA seguido del test de Newman-Keuls y
~# Kir2.1 SSV modelo multinivel de efectos mixtos).
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2.2. Papel de la al-sintrofina en la modulacion Kir2.x-Nav1.5

2.2.1. Estudios de interaccion entre los canales Kir2.x, Nav1l.5 y la al-sintrofina

Para determinar si la al-sintrofina era la proteina de anclaje implicada en la modulacién Kir2.x-
Navl.5, realizamos un abordaje experimental que conllevd experimentos electrofisioldgicos y de
biologia molecular en lineas celulares y en miocardio de rata. En primer lugar, se llevaron a cabo
ensayos de co-inmunoprecipitacion en miocardio ventricular de rata (Figura V.21A y B). Como se
puede apreciar en la Figura V.21A los canales Kir2.1, que aparecen a un peso molecular cercano a
50 KDa en el lisado ventricular de rata (segundo carril), co-inmunoprecipitan con la al-sintrofina
(tercer carril), pero no aparecen en el sobrenadante de la co-inmunoprecipitacion (cuarto carril), lo
que demuestra que los canales Kir2.1 co-inmunoprecipitan con la ol-sintrofina. Por el contrario, en

la Figura V.21B se observa que los canales Kir2.3, que aparecen a un peso molecular de 37 KDa

Figura V.21. (Pdgina siguiente). Los canales Kir2.1, pero no Kir2.3, co-inmunoprecipitan con la al-sintrofina.
(A) y (B). Kir2.1 (A) pero no Kir2.3 (B) inmunoprecipita con al-sintrofina. Kir2.1 y Kir2.3 fueron detectados por
western blot en lisados de corazones de rata (N = 6). En A y B, las reacciones de inmunoprecipitacion utilizaban
preparaciones enriquecidas de membrana. Se muestran los sobrenadantes (Sob) recuperados después de la
centrifugacion llevada a cabo los experimentos de inmunoprecipitacion. Como control negativo, se utilizaron los lisados
tratados con una IgG no especifica (y Proteina A/G) (carril “Ac no inmune”). En todos los paneles los lisados y sus
correspondientes co-inmunoprecipitaciones fueron cargadas en el mismo gel, los carriles fueron separados (lineas
continuas) solo cuando se incubaron con un anticuerpo secundario con HRP para detectar los lisados (WB normal) o
con proteina A conjugadas con HRP para detectar las co-inmunoprecipitaciones. IB, anticuerpo utilizado para el
inmunoblotting, 1P, anticuerpo utilizado para la inmunoprecipitacion.
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A IP Anti: IP Anti:

Lisado Ac Lisado Ac
corazon S.Ob No corazon Sob No
rata Sintr Sintr |nmune rata Sintr Sintr Inmune
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IB: Kir2.1 IB: Kir2.3

en el lisado ventricular de rata (segundo carril), no co-inmunoprecipitan con la al-sintrofina (tercer

carril), apareciendo en el sobrenadante de la co-inmunoprecipitacion (cuarto carril).

Para reforzar la validez de los resultados obtenidos, realizamos la co-inmunoprecipitacion a la
inversa, es decir, se utilizd en primer lugar el anticuerpo frente al canal y a continuacion se detectd
la presencia en el inmunoprecipitado de la ol-sintrofina. Como se puede apreciar en la Figura
V.22A la al-sintrofina, que aparece a un peso molecular entre 50 y 75 KDa en el lisado ventricular
de cobayo (segundo carril), co-inmunoprecipita con los canales Kir2.2 (tercer carril), no aparece
banda correspondiente a esta proteina en el sobrenadante de la co-inmunoprecipitaciéon (cuarto
carril). Asimismo, en la Figura V.22B la al-sintrofina, que aparece a un peso molecular entre 50 y
70 KDa en el lisado ventricular de rata (segundo carril), co-inmunoprecipita con Kir2.1 (tercer
carril), pero no con Kir2.3 (cuarto carril), apareciendo en el sobrenadante de la co-

inmunoprecipitacion llevada a cabo con el anticuerpo de Kir2.3 (quinto carril).
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Lisado Ac Lisado Ac
corazon Sob No corazoén Sob No
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»

IB: a1-Sintrofina IB: a1-Sintrofina

Figura V.22. La al-sintrofina co-inmunoprecipita con los canales Kir2.1 y Kir2.2, pero no con Kir2.3. (A) La al-
sintrofina inmunoprecipita con Kir2.2 (n = 3). La al-sintrofina fue detectada por western blot en lisados de corazones
de cobayo (N = 3). (B) La al-sintrofina inmunoprecipita con Kir2.1 pero no con Kir2.3 (n = 3). La al-sintrofina fue
detectada por western blot en lisados de corazones de rata (N = 3). En A y B, las reacciones de inmunoprecipitacion
utilizaban preparaciones enriquecidas de membrana. También se muestran los sobrenadantes (Sob) recuperados después
de la centrifugacion en los experimentos de inmunoprecipitacion. Como control negativo, se utilizaron los lisados
tratados con una IgG no especifica (y Proteina A/G) (carril “Ac no inmune”). En todos los paneles, los lisados y sus
correspondientes co-inmunoprecipitaciones fueron cargadas en el mismo gel, los carriles fueron separados (lineas
continuas) s6lo cuando se incubaron con un anticuerpo secundario diferente: en este caso se utilizaron anticuerpos
secundarios conjugados con HRP para detectar los lisados (WB normal) o con proteina A conjugadas con HRP para
detectar las co-inmunoprecipitaciones. IB, anticuerpo utilizado para el inmunoblotting, IP, anticuerpo utilizado para la
inmunoprecipitacion.

Para confirmar que la presencia o ausencia del acido glutdmico en p1 determinaba la interaccion
de los canales Kir2.x con los canales Nav1.5 y con la al-sintrofina, se realizaron estudios de co-
inmunoprecipitacion en células CHO. Es importante destacar que esta linea celular expresa de
forma enddgena la al-sintrofina, por lo que constituyen un modelo idoneo para este grupo de
experimentos. Se emplearon células CHO transfectadas con los plasmidos que codificaban para los
canales Kir2.1 p.E426A, Kir2.3 p.A444E y Navl.5-Flag (canal Nav1l.5 que incluye una secuencia
“Flag”, DYKDDDDAK, que permite su deteccion mediante western blot utilizando un anticuerpo que
reconoce la secuencia Flag). Como se puede observar en la Figura V.23A los canales Nav1.5-Flag,
que aparecen a un peso molecular de 250 KDa en el lisado de células CHO (segundo carril), no co-

inmunoprecipitan con los canales Kir2.1 p.E426A (tercer carril). Sin embargo, aparece una banda
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IP Anti: B IP Anti:
Lisado Lisado
CHO Ac CHO Ac
E426A Sob No E426A Sob No
Kir2.1 Kir2.1 Kir2.1 Inmune Kir2.1 Kir2.1 Kir2.1 Inmune
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IB: Nav1.5-Flag IB: a1-Sintrofina

Figura V.23. Interacciones proteina — proteina entre Kir2.1 E426A, Navl.5 y al-sintrofina en células CHO. (A)
Los canales Navl.5-Flag no inmunoprecipitan con Kir2.1 E426A. (B) La al-sintrofina no inmunoprecipita con los
canales Kir2.1 E426A. Navl.5-Flag y a-1-sintrofina fueron detectados por western blot en lisados de células CHO (n =
4, placas diferentes). En A y B, las reacciones de inmunoprecipitacion utilizaban preparaciones enriquecidas de
membrana. También se muestran los sobrenadantes (Sob) recuperados después de la centrifugacion de realizada en los
experimentos de inmunoprecipitacion. Como control negativo, se utilizaron los lisados tratados con una IgG no
especifica (y Proteina A/G) (carril “Ac no inmune”). En todos los paneles excepto en B, los lisados y sus
correspondientes co-inmunoprecipitaciones fueron cargadas en el mismo gel; los carriles fueron separados (lineas
continuas) s6lo cuando se incubaron con un anticuerpo secundario con HRP para detectar los lisados (WB normal) o
con proteina A conjugadas con HRP para detectar las co-inmunoprecipitaciones. IB, anticuerpo utilizado para el
inmunoblotting, 1P, anticuerpo utilizado para la inmunoprecipitacion.

correspondiente al Navl.5-Flag en el sobrenadante de la co-inmunoprecipitacion (cuarto carril).
Asimismo, en la Figura V.23B la al-sintrofina, que aparece a un peso molecular de entre 50 y 75
KDa en el lisado de células CHO (segundo carril), no co-inmunoprecipita con Kir2.1 p.E426A
(tercer carril), apareciendo este canal mutante en el sobrenadante de la co-inmunoprecipitacion
(cuarto carril).

A continuacidn, quisimos determinar si la incorporacion del acido glutamico en posicion pl del
extremo C-terminal de Kir2.3, favorecia su interaccion con el canal Nav1l.5 y con la al-sintrofina.

Como se puede apreciar en la Figura V.24A los canales Navl.5- Flag, que aparecen a un peso
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IB: Nav1.5-Flag IB: a1-Sintrofina

Figura V.24. Interacciones proteina — proteina entre Kir2.3 p.E444E, Navl.5 y a-1-sintrofina en células CHO.
(A) Los canales Navl1.5-Flag inmunoprecipitan con Kir2.3 p.A444E. (B) a-1-sintrofina inmunoprecipita con los canales
Kir2.3 p.A444E. Navl.5-Flag y a-1-sintrofina fueron detectados por western blot en lisados de células CHO (n = 4,
placas diferentes). En A y B, las reacciones de inmunoprecipitaciéon utilizaban preparaciones enriquecidas de
membrana. Se muestran los sobrenadantes (Sob) recuperados después de la centrifugacion en los experimentos de
inmunoprecipitacion. Como control negativo, se utilizaron los lisados tratados con una IgG no especifica (y Proteina
A/G) (carril “Ac no inmune”). En todos los paneles los lisados y sus correspondientes co-inmunoprecipitaciones fueron
corridas en el mismo gel, los carriles fueron separados (lineas continuas) solo cuando se incubaron con un anticuerpo
secundario con HRP para detectar los lisados (WB normal) o con proteina A conjugadas con HRP para detectar las co-
inmunoprecipitaciones. 1B, anticuerpo utilizado para el inmunoblotting, 1P, anticuerpo utilizado para la
inmunoprecipitacion.

molecular de 250 KDa en el lisado de células CHO (segundo carril), co-inmunoprecipitan con los
canales Kir2.3 p.A444E (tercer carril), no observandose banda correspondiente al Nav1.5-Flag en el
sobrenadante de la co-inmunoprecipitacion (cuarto carril). Asimismo, en la Figura V.24B la al-
sintrofina, que aparece a un peso molecular de entre 50 y 75 KDa en el lisado de células CHO
(segundo carril), co-inmunoprecipita con Kir2.3 p.A444E (tercer carril), apareciendo este canal
mutante minimamente en el sobrenadante de la co-inmunoprecipitacion (cuarto carril).

Estos resultados demuestran que la presencia del 4cido glutdmico en posicion pl del extremo C-
terminal de los canales Kir2.x es indispensable para su interaccion con los canales Navl.5 y con la
ol-sintrofina. Eso justificaria el hecho de que los canales Nav1.5 puedan modular positivamente las

corrientes generadas por los canales Kir2.1 y Kir2.2, pero no las generadas por Kir2.3.
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3. PAPEL DE LAS PROTEINAS DE ANCLAJE al-SINTROFINA Y SAP97 EN LA
MODULACION RECIPROCA POSITIVA

Para analizar el papel de la al-sintrofina y SAP97 en la modulacion positiva de las corrientes
generadas por los canales Navl.5 y Kir2.x, se redujo la expresion de al-sintrofina y SAP97 en
células CHO, y de al-sintrofina en miocitos ventriculares de rata adulta utilizando siRNAs o

shRNAs, respectivamente.

3.1. Caracteristicas electrofisiologicas de la Inavi.sp

La cotransfeccion transitoria en células CHO de los ADNc que codifican la expresion de los
canales Navl.5 (SCNS5A) (1.6 pg) y la subunidad auxiliar f1 (SCN1B) (1.6 pg), permiti6 el registro
de la Inav1.5-p mediante la técnica de patch-clamp. Las principales caracteristicas electrofisiologicas
de la Inavis-p registrada, que se muestran en la Figura V.25, coinciden con las descritas
originalmente para esta corriente i6nica (Cribbs y cols., 1990; White y cols., 1991; Gellens y cols.,
1992; Qu y cols., 1994; O'Leary y Horn, 1994). En la Figura V.25A se muestra una familia de
trazos de corriente obtenidos en una célula CHO transfectada de forma transitoria con los ADNc
que codifican la expresion del canal Navl.5 y la subunidad B1. Los trazos de Inavis-p fueron
registrados al aplicar pulsos de 50 ms de duracién desde —80 mV hasta +50 mV en incrementos de 5
mV (potencial de fijacion = -120 mV). Tras la aplicacion del pulso despolarizante, la Inavisp
alcanzaba rapidamente un pico maximo de corriente (Tt = 0.2 = 0.03 ms), que disminuia también
de forma rapida hasta suprimirse casi completamente como consecuencia del paso del canal a su
estado 1nactivo (Tinact rapida = 0.8 £ 0.004 mS; Tinact tenta = 5.2 £ 0.2 ms ) (Figura V.25A). En el panel B
de la Figura V.25, se muestra la relacion densidad de corriente-voltaje con la morfologia de
campana invertida caracteristica de los canales Navl.5 obtenida al representar la densidad de la
corriente medida como la diferencia entre el pico maximo y el final de cada pulso (50 ms) en
funcién del voltaje aplicado. A potenciales entre -80 y -65 mV, no se registraban corrientes de Na
voltaje-dependientes. A potenciales mas positivos de -60 mV, la corriente aumentaba hasta alcanzar
el méximo aproximadamente a -30 mV (-144.3 = 11.9 pA/pF) (n = 25). A potenciales mas
positivos, la amplitud de la corriente disminuia progresivamente como consecuencia de la
inactivacion voltaje-dependiente del canal. El ajuste de la ecuacion V.1 (Material y Métodos) a los
datos experimentales permitio calcular el potencial de inversion que resulto ser de 50.1 + 1.2 mV (n

= 25). En el panel D de la Figura V.25 se muestran las curvas de activacion (azul) e inactivacion
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Figura V.25. Caracteristicas electrofisiologicas de la In,y1.5.5. (A) Familia de trazos de la Inay 5.5 registrada en células
CHO tras aplicar el protocolo que se muestra en la parte superior de la figura. (B) Relacion densidad de corriente-
voltaje para la Iyay1 5.. (C) Familia de trazos de la Inayi 5.p registrados tras la aplicacion del protocolo de doble pulso que
se muestra en la parte superior de la figura. (D) Curvas de activacion (azul) e inactivacion (rojo) de Nav1.5-B. En (B) y
(D), cada punto representa la media + EEM de 25 células/experimentos.

(rojo) de Navl.5. La curva de activacion representa la dependencia de voltaje de la transicion desde
el estado cerrado al estado abierto y se construyd representando el valor de conductancia
normalizado en funcion del potencial de membrana. La conductancia a cada potencial de membrana
se calcul6 utilizando la ecuacion IV.2. Por otra parte, la curva de inactivaciéon que representa la
dependencia de voltaje de la transicion del estado abierto al inactivo, se construyd mediante el
protocolo de doble pulso que se muestra en la Figura V.25C. Primero se aplicaba un pulso de 500
ms de duracion desde -140 mV hasta -20 mV en incrementos de 10 mV (potencial de fijacion -120

mV), seguido de un pulso test a -20 mV.

Las curvas de inactivacion se construyeron representando la amplitud de corriente registrada

mediante el pulso test normalizada al pico de corriente maxima en funcion del voltaje aplicado en
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cada pulso. El ajuste de una ecuacion de Boltzmann tanto a las curvas de activacion como a las de
inactivacion permitio obtener los valores del punto medio (Vh) (Vhye = -42.8 + 0.07 mV, Vhipaet = -

81 +£0.04 mV) y de la pendiente (k) (kaet = 5.7 £ 0.06, kinact = -6.1 £ 0.03) de cada curva.

En el siguiente grupo de experimentos, se comprobd como al cotransfectar en células CHO
Nav1.5-f (1.6 pg) junto con los canales Kir2.1 (1.6 pg) el pico madximo de densidad de corriente de
la Inavis-p (249.8 + 21.4 pA/pF) era significativamente mayor que el registrado al transfectar con
Nav1.5-f solo (157.4 + 9.9 pA/pF), tal y como ya habia sido demostrado en miocitos ventriculares
de rata (Milstein y cols., 2012). Para descartar que la sobreexpresion de los canales Kir2.1 afectara
de alguna manera a las curvas de activacion o inactivacion de Navl.5, se realizaron experimentos
de electrofisiologia dénde, como se puede apreciar en la Figura V.26, no se veia modificada ni la
dependencia de voltaje de la activacion (A) ni de la inactivacion (B) de Navl.5 debido a la

sobreexpresion de Kir2.1.

Estos resultados confirmaban que el aumento de la Inavis producido por Kir2.1 no era
consecuencia de un efecto sobre la dependencia de voltaje de las transiciones del canal, tal y como

ya se habia demostrado previamente (Milstein y cols., 2012).
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Figura V.26. Las curvas de activacion y de inactivacion de la /y,,; s no se modifican en presencia de canales
Kir2.1. Curvas conductancia-voltaje (A) y curvas de inactivacion de Iya.is (B) obtenidas en células CHO
cotransfectadas o no con canales Kir2.1. En A y B, cada punto representa la media = EEM de > 6 experimentos/células
en cada grupo. Se realiz6 ANOVA de una via seguido del test de Newman-Keuls y un modelo multinivel de efectos
mixtos.
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3.2. Efectos del silenciamiento de SAP97 y al-sintrofina sobre la modulacion de Ixir2.1 € Inavi s

3.2.1. Silenciamiento de o1-sintrofina en células CHO

Para determinar si la ol-sintrofina juega un papel en la modulacion reciproca positiva entre
canales Kir2.1 y Navl.5, registramos la Ikin1 y 1a Inavis en células CHO en las que se habia
silenciado la ol-sintrofina utilizando siRNAs especificos. En experimentos previos, demostramos
que la expresion de al-sintrofina se redujo significativamente en células CHO a las 24 horas de
haber sido transfectadas con siRNAs especificos de Cricetulus griseus para al-sintrofina (50 nM)
(Figura V.27A y 27B). Como se puede apreciar en la imagen mostrada en la parte izquierda de la

Figura V.27A, en el segundo carril aparecen unas bandas entre 50 y 60 KDa correspondientes a la

al-sint

Normalizado
o1-sintrofina/ GAPDH

Figura V.27. Silenciamiento de al-sintrofina utilizando siRNAs en células CHO. (A) Inmunoblot de al-sintrofina
obtenido en células CHO transfectadas con tres siRNAs especificos de al-sintrofina o con un siRNA control negativo
(scrambled), todos ellos a una concentracion de 50 nM. La proteina GAPDH fue utilizada como control de carga. (B)
Expresion de al-sintrofina normalizada a la de GAPDH medida por western blot en células CHO transfectadas o no con
siRNAs de al-sintrofina o con siRNA scrambled (control). En B, los resultados estan expresados como la media +
EEM de 4 placas en cada grupo. Se realizo ANOVA de una via seguido de un test de Newman-Keuls y un modelo
multinivel de efectos mixtos. En B, *P < (.05 frente a células transfectadas con siRNA scrambled.

al-sintrofina procedente del lisado de células control (sin transfectar). En la misma imagen se
aprecia como la transfeccion con 3 siRNAs diferentes para al-sintrofina redujo la intensidad de la
banda correspondiente a la al-sintrofina, particularmente con siRNAI1 (75.8 % de reduccion).
Ademas, en la parte derecha de la figura se puede apreciar que el efecto era especifico de los
siRNAs utilizados, ya que un siRNA cuya secuencia es aleatoria y sirve como control (scrambled)

no cambid significativamente la expresion de la al-sintrofina. Teniendo en cuenta estos resultamos
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seleccionamos el siRNA1 para silenciar al-sintrofina en los experimentos de electrofisiologia

realizados a continuacion.

3.2.1.1. Efectos del silenciamiento de al-sintrofina sobre la Inavi.5-p €n células CHO

En este grupo de experimentos se determiné el efecto del silenciamiento de la al-sintrofina

sobre la modulacion positiva de la Ivayi.5-p por parte de los canales Kir2.1 en células CHO. Como
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Figura V.28. Efectos del silenciamiento de al-sintrofina sobre Iy.,1.s.5 en células CHO. (A) Relaciones densidad de
corriente-voltaje medias para Iyavi.s.p registradas en células CHO en las que la al-sintrofina fue silenciada (siRNA1) o
no (scrambled) y transfectadas con canales Nav1.5-f o Nav1.5-f + Kir2.1. Para que se observen con mayor claridad las
diferencias entre la densidad de la corriente en los distintos grupos experimentales, los simbolos que indican las
diferencias estadisticamente significativas fueron omitidos. (B) Densidad méxima de Iy, 5.5 registrada en células CHO
en las que fue silenciada o no (scrambled) la al-sintrofina y transfectadas con los canales Nav1.5-f o Navl.5-f +
Kir2.1. * P < 0.05 frente a /a5 en células transfectadas con siRNA scrambled. Cada barra representa la media +
EEM de mas de 12 experimentos/células. ( ANOVA seguido de un test de Newman-Keuls y un modelo multinivel de
efectos mixtos).

puede observarse en la Figura V.28A, la densidad de la Inavisg (n = 21, P < 0.05) era
significativamente menor en las células con la al-sintrofina silenciada respecto a las células
transfectadas con el siRNA scrambled,. En presencia de siRNA scrambled, la cotransfeccion de
Kir2.1 con Nav1.5-B aumento significativamente la densidad de la Inavisp (Figura V.28A y B) de
forma similar a lo observado en ausencia de SsiRNA scrambled. Por el contrario, en células

transfectadas con siRNA1 la cotransfeccion de Nav1.5- con los canales Kir2.1 no incrementaba la
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densidad de Inavi .58, lo que demostraba que al silenciar la expresion de la al-sintrofina, se abolia la

modulacion positiva.

3.2.1.2. Efectos del silenciamiento de o1-sintrofina sobre la /xin 1 en células CHO

En el siguiente grupo de experimentos se determiné el efecto del silenciamiento de la al-
sintrofina sobre la modulacion positiva de la ki1 por parte de los canales Navl.5 en células CHO.
Como se puede observar en la Figura V.29A, la densidad de la Ikini (n = 21, P < 0.05) fue
significativamente menor en células con la al-sintrofina silenciada respecto a las células
transfectadas con el siRNA scrambled,. Asimismo, se observa que en las células transfectadas con

el siRNA scrambled la cotransfeccion con canales Nav1.5-f aumento la densidad de la i1 que en

IKir2.1
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Figura V.29. Efectos del silenciamiento de al-sintrofina sobre la I;»; en células CHO. (A) Relaciones densidad de
corriente-voltaje medias para la [i;, | registradas en células CHO en las que la al-sintrofina fue silenciada (siRNA1) o
no (scrambled) y transfectadas con canales Kir2.1 o Navl.5- + Kir2.1. Para que se observen con mayor claridad las
diferencias entre la densidad de la corriente en los distintos grupos experimentales, los simbolos que indican las
diferencias estadisticamente significativas fueron omitidos. (B) Densidad de la Ix;»; a -120 mV registrada en células
CHO en las que la al-sintrofina fue silenciada o no (scrambled) y transfectadas con canales Kir2.1 o Kir2.1 + Nav1.5-
B. * P <0.05 frente a /nav1.5.p €n células transfectadas con siRNA scrambled.. Cada barra representa la media = EEM de
mas de 12 experimentos/células. (ANOVA seguido de un test de Newman-Keuls y un modelo multinivel de efectos
mixtos).
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las células con al-sintrofina silenciada, la cotransfeccion con canales Nav1.5-f no incrementaba la
densidad de /i1 a ninguno de los potenciales estudiados (Figura V.29A y B).

Por tanto estos resultados demostraban que el silenciamiento de la al-sintrofina reducia la
expresion de los canales Navl.5 y Kir2.1 y, lo que es mas importante, eliminaba la modulacion

reciproca positiva entre ambos.

3.2.2. Silenciamiento de SAP97 en células CHO

En el siguiente grupo de experimentos, se determin6 la implicaciéon de SAP97 en la modulacion
reciproca positiva entre Navl.5 y Kir2.1. Para ello se utilizaron siRNA especificos de Cricetulus

griseus para SAP97 (50 nM).

Como se puede apreciar en la imagen de la Figura V.30A, aparece en el segundo carril una
banda entre 100 y 150 KDa correspondiente a SAP97 procedente del lisado de células control (sin
transfectar). En la misma imagen se muestra la expresion de SAP97 en células transfectadas con 4
siRNAs diferentes. Como se puede observar, la expresion de SAP97 disminuy6 significativamente
en presencia de siRNA1 y siRNA2 (Figura V.30A y B). Por tanto, se selecciond el siRNA1 para

silenciar SAP97 en los experimentos electrofisiologicos que se realizaron a continuacion.
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Figura V.30. Silenciamiento de SAP97 utilizando siRNAs en células CHO. (A) Inmunoblot de SAP97 obtenido en
células CHO transfectadas con cuatro siRNAs especificos de SAP97 o con un siRNA control negativo (Scrambled). (B)
Expresion de SAP97 normalizada a GAPDH medida por western blot en células CHO transfectadas o no con siRNAs
especificos de SAP97 o siRNA scrambled. En B, los resultados estan expresados como media la media £ EEM de 4
placas en cada grupo. En B, *P < 0.05 frente a células transfectadas con siRNA scrambled. (ANOVA de una via
seguido de un test de Newman-Keuls y un modelo multinivel de efectos mixtos).

199



Resultados

3.2.2.1. Efectos del silenciamiento de SAP97 sobre la Ixav1.5-p €n células CHO

Como se puede observar en la Figura V.31, la densidad de la Inavisp (n = 35, P < 0.05) era
significativamente menor en las células con SAP97 silenciado respecto a las células transfectadas
con el siRNA scrambled (Figura V.31). Dichos resultados demuestran que SAP97 juega un papel
en la expresion de los canales Nav1.5 en la membrana plasmatica, de tal forma que en ausencia de

SAP97, la densidad de la corriente es menor.

Sin embargo, es importante destacar que la cotransfeccion de Kir2.1 aumento
significativamente la densidad de la /xav1.5- tanto en células cotransfectadas con el siRNA1 como
con el siRNA scrambled. Estos resultados demostraban que SAP97 no participaba en la modulacion

reciproca positiva Nav1.5-Kir2.1.
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Figura V.31. Efectos del silenciamiento de SAP97 sobre In,isp en células CHO. (A) Relaciones densidad de
corriente-voltaje medias para la Iyayis.p registrada en células CHO en las que SAP97 era silenciado (siRNA1) o no
(scrambled) y transfectadas con canales Nav1.5-f o Navl.5-f + Kir2.1. Cada punto representa la media media + EEM
de al menos 12 experimentos/células. Para que se observen con mayor claridad las diferencias entre la densidad de la
corriente en los distintos grupos experimentales, los simbolos que indican las diferencias estadisticamente significativas
fueron omitidos. (B) Densidad maxima de la /yai.5.p registrada en células CHO en las que SAP97 fue silenciado o no
(scrambled) y transfectadas con los canales Navl.5-B o Navl.5-p + Kir2.1. * P < 0.05 frente a Ixay153 en células
transfectadas con un siRNA scrambled. # P < 0.05 frente a Iy,i155 en células con SAP97 silenciada. Cada barra
representa la media =+ EEM de mas de 12 experimentos/células. (ANOVA seguido de un test de Newman-Keuls y un
modelo multinivel de efectos mixtos).
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3.2.2.2. Efectos del silenciamiento de SAP97 sobre la Ixi» 1 en células CHO

Al igual que sucedia con Ivaisgp, la densidad de Ikini (n = 24, P < 0.05) estaba
significativamente reducida en células en las que SAP97 habia sido silenciado respecto a las células
transfectadas con el siRNA scrambled (Figura V.32). Estos resultados demostrarian que SAP97
juega un papel en la regulacion de la expresion de los canales Kir2.1 en la membrana plasmatica.
Sin embargo, es importante destacar que en células CHO en las que SAP97 habia sido silenciado, la
cotransfeccion de canales Navl.5, aumentaba la ki1 de igual forma que en células transfectadas

con siRNA scrambled (Figura V.32A y B).
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Figura V.32. Efectos del silenciamiento de SAP97 sobre la I;,; en células CHO. (A) Relaciones densidad de
corriente-voltaje medias para la Ii;, | registrada en células CHO en las que SAP97 habia sido silenciado (siRNA1) o no
(scrambled) y transfectadas con canales Kir2.1 o Nav1.5-p + Kir2.1. Cada punto representa la media media + EEM de
al menos 12 experimentos/células. Para que se observen con mayor claridad las diferencias entre la densidad de la
corriente en los distintos grupos experimentales, los simbolos que indican las diferencias estadisticamente significativas
fueron omitidos. (B) Densidad de la /i;, 1 a -120 mV registrada en células CHO en las que SAP97 habia sido silenciado
0 no (scrambled) y transfectadas con los canales Kir2.1 o Navl.5-f + Kir2.1. * P < 0.05 frente a Ix;»; en células
transfectadas con siRNA scrambled. # P < 0.05 frente a Iy;».; en células con SAP97 silenciada. Cada barra representa la
media = EEM de mas de 12 experimentos/células. (ANOVA seguido de un test de Newman-Keuls y un modelo
multinivel de efectos mixtos).

Todos estos resultados nos permitieron demostrar que tanto ol-sintrofina como SAP97 juegan
un importante papel en la regulacion de la expresion en membrana de los canales Kir2.1 y Navl.5.

Sin embargo, el hecho de que al silenciar la al-sintrofina, pero no SAP97, se eliminase la
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modulacion reciproca positiva de los dos canales, demostraba que la al-sintrofina era la verdadera

responsable de dicha modulacion.

3.3. Efectos del silenciamiento de al-sintrofina en miocitos ventriculares de rata

Para confirmar el papel de la ol-sintrofina en la interaccion Kir2.1-Navl.5 en una célula
cardiaca, se registraron la /Ix; y la I, en miocitos ventriculares de rata disociados enzimaticamente,
cultivados e infectados con lentivirus que codificaban para un shRNA especifico para silenciar la

expresion de la ol -sintrofina.

3.3.1. Caracteristicas electrofisiologicas de la Ix; registrada en miocitos ventriculares de rata

En la Figura V.33 se muestran las principales caracteristicas electrofisioldgicas de la Ik
cardiaca registrada en miocitos ventriculares de rata. En el panel A se muestra una familia de trazos
de Ik, registrados al aplicar pulsos de 250 ms de duracién desde -100 hasta +40 mV en incrementos
de 10 mV (potencial de fijacién -40 mV).

Tras la aplicacion del pulso, la amplitud de la /x; alcanza un pico maximo de corriente para, a

+40 mV
-100 mV Potencial de membrana (mV

N—"

(4d/wd) 1M1 pepisuaq

Figura V.33. Caracteristicas electrofisiolégicas de la Ix; ventricular de rata. (A) Familia de trazos de la Ix,
ventricular de rata registrados tras aplicar el protocolo que se muestra en la parte superior de la figura. (B) Relacion
densidad de corriente-voltaje para la Ix;. En el recuadro se muestra el rango de potenciales en el que se produce la salida
de K" y la rectificacion en escala expandida. Los potenciales de membrana se han corregido de acuerdo a un LJP de -12
mV. Cada punto representa la media + EEM de 12 miocitos/experimentos.
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continuacion, disminuir ligeramente a medida que se aplica el pulso hasta alcanzar un nivel estable
de corriente. En el panel B se muestra la relacion densidad de corriente-voltaje caracteristica de la
Ik, obtenida al representar la densidad de la corriente frente al potencial aplicado. A potenciales
mas negativos que el Ex, se registra una corriente de entrada de K* de gran amplitud, mientras que a
potenciales mas positivos que el Ex, se registra una corriente de K muy pequefia. Ademas, a
medida que el potencial aplicado se va haciendo mas positivo, la amplitud de esta corriente de
salida disminuye hasta hacerse casi cero debido al fenomeno de rectificacion interna.

Todas estas caracteristicas coinciden con las descritas previamente por otros autores en miocitos
ventriculares de rata y de otras especies (Nakamura y cols., 1998; Lopatin y Nichols, 2001; Gomez
y cols., 2009; Caballero y cols., 2010a y b; Amoros y cols., 2013; Gomez y cols., 2014) y asimismo,
se ha descrito que el canal Kir2.1 es el principal responsable de generar la /x; en ventriculo de rata

(Nakamura y cols., 1998).

3.3.2. Caracteristicas electrofisiologicas de la Iy, registrada en miocitos ventriculares de rata

En la Figura V.34 se muestran las principales caracteristicas electrofisiologicas de la Iy,
registrada en miocitos ventriculares de rata. En la Figura V.34A se muestra una familia de trazos de
corriente de In, que fueron registrados al aplicar pulsos de 50 ms de duracidon desde -100 mV hasta -
10 mV en incrementos de 5 mV (potencial de fijacion = -120 mV). Durante la aplicacion del pulso
despolarizante, la Iy, alcanzaba rdpidamente un pico méximo de corriente, y a continuacién, la

corriente disminuye también de forma muy rapida hasta casi suprimirse por completo, como
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Figura V.34. Caracteristicas electrofisiologicas de la Iy, ventricular de rata. (A) Familia de trazos de la Iy,
ventricular de rata registrados tras aplicar el protocolo que se muestra en la parte superior de la figura. (B) Relacion
densidad de corriente-voltaje para la Iy,. Cada punto representa la media = EEM de 12 miocitos/experimentos.
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consecuencia del paso del canal al estado inactivo (Figura V.34A). En el panel B de la Figura V.34,
se muestra la relacion densidad de corriente-voltaje con la forma de campana invertida
caracteristica de la Iy, obtenida al representar la densidad de la corriente medida como la diferencia
entre el pico méaximo y el final de cada pulso (50 ms) en funcién del voltaje aplicado. En nuestras
condiciones, el maximo de corriente de entrada se alcanzaba aproximadamente a -50 mV (-11 + 0.8
pA/pF) (n = 12). Todas estas caracteristicas coinciden con las descritas previamente por otros

autores en miocitos ventriculares de rata (Qu y cols., 1994; Milstein y cols., 2012)

3.3.3. Efectos del silenciamiento de la al-sintrofina sobre la modulacién de Ix; € Ina

La Ina y la Ik, fueron registradas en miocitos de rata adulta cultivados en los que la al-sintrofina
fue silenciada con construcciones lentivirales que contenian un shRNA para silenciar la expresion
al-sintrofina y GFP como marcador. En la Figura V.35A (parte superior) se puede apreciar que la
expresion de la al-sintrofina, que aparece entre 50 y 60 KDa, es menor (79.6%) en los miocitos
infectados con el lentivirus que codificaba para el shRNA de al-sintrofina que en las células
infectadas con el lentivirus scrambled (Figura V.35B). Para normalizar la cantidad de proteina en
este caso se utilizo la cantidad de proteina total como control de carga (Figura V.35A, parte

inferior).
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Figura V.35. (Pagina anterior) Silenciamiento de al-sintrofina utilizando shRNAs en miocitos ventriculares de
rata. (A) Inmunoblots representativos después de la deteccion de al-sintrofina por quimioluminescencia (Arriba) en
miocitos ventriculares de rata cultivados durante 48 h con un lentivirus que codificaba para un shRNA SNTAT1 o para
un shRNA scrambled (control). La correspondiente membrana Stain free (proteina total) se muestra en la parte inferior
de la figura. Cada carril corresponde a una placa de células infectadas con lentivirus. (B) Media del analisis
densitométrico de los niveles de al-sintrofina normalizados a proteina total en células infectadas con lentivirus que
codificaba para el SARNA SNTAT1 o para el ShRNA scrambled. Los resultados estan expresados como intensidad media,
y representan los datos de tres ratas y 12 placas. En B, * P < 0.05 frente a scrambled (Se realiz6 ANOVA seguido de un
test de Newman-Keuls y un modelo multinivel de efectos mixtos).

Como se puede observar en la Figura V.36, es importante destacar que el silenciamiento de al-
sintrofina en miocitos ventriculares de rata reducia significativamente la densidad de la corriente
generada por los canales Kir2.x. Asimismo, el silenciamiento de esta proteina no caus6 ninguna
alteracion en las propiedades electrofisiologicas de la Ix; de tal forma que la corriente generada por
los canales Kir2.x en miocitos con la al-sintrofina silenciada era idéntica a la generada por los
canales Kir2.x en miocitos control (Figura V.36A). Por lo tanto, la disminucion significativa de la
densidad de corriente que se observa en la Figura 36 era debida tinicamente a que el silenciamiento

de al-sintrofina disminuia la expresion en membrana de los canales Kir2.x.
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Figura V.36. Efectos del silenciamiento de al-sintrofina utilizando shRNAs sobre la Ik, registrada en miocitos
ventriculares de rata . (A) Familias de trazos de I, registrados en miocitos ventricularess disociados enzimaticamente
y cultivados durante 48h con lentivirus que codificaban para un shRNA scrambled (derecha) o un shRNA de al-
sintrofina. (B) Media de las relaciones densidad de corriente-voltaje construidas para [, registradas en miocitos
ventriculares de rata adulta infectados durante 48 horas con una construccion lentiviral que codificaba o bien para un
shRNA scrambled + GFP (scrambled) o para shRNA de a-1-sintrofina + GFP (shRNA-SNTA1). Cada punto representa
la media + EEM de 13 experimentos/miocitos de tres ratas distintas. En B, * P < 0.05 frente a scrambled (ANOVA
seguido de un test de Newman-Keuls y un modelo multinivel de efectos mixtos).

Asimismo, como se puede observar en la Figura V.37, el silenciamiento de al-sintrofina en
miocitos ventriculares de rata reducia significativamente la densidad de la Iy,, tal y como sucedia
con la Ix;. El silenciamiento de la al-sintrofina no caus6 ninguna alteracion en las propiedades

electrofisiologicas de la Iy, de tal forma que las propiedades de la corriente generada por los canales
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Navl.5 en miocitos con la al-sintrofina silenciada eran idénticas a la generada por los canales
Nav1.5 en miocitos control (Figura V.37A). Por lo tanto, la disminucion significativa de la densidad
de corriente que se observa en la Figura 37 era debida inicamente a que el silenciamiento de al-
sintrofina disminuia la expresion en membrana de los canales Navl.5 al igual que sucedia con los

canales Kir2.x.
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Figura V.37. Efectos del silenciamiento de al-sintrofina utilizando shRNAs sobre la Iy, registrada en miocitos
ventriculares de rata . (A) Familias de trazos de Iy, registrados en miocitos ventricularess disociados enzimaticamente
y cultivados durante 48h con lentivirus que codificaban para un shRNA scrambled (derecha) o un shRNA de al-
sintrofina. (B) Media de las relaciones densidad de corriente-voltaje construidas para Iy, registradas en miocitos
ventriculares de rata adulta infectados durante 48 horas con una construccion lentiviral que codificaba o bien para un
shRNA scrambled + GFP (scrambled) o para shRNA de o-1-sintrofina + GFP (shRNA-SNTA1). Cada punto representa
la media + EEM de 13 experimentos/miocitos de tres ratas distintas. En B, * P < 0.05 frente a scrambled (ANOVA
seguido de un test de Newman-Keuls y un modelo multinivel de efectos mixtos).

Los resultados demostraron que las densidades de In, € Ix; disminuian significativamente en los
miocitos ventriculares de rata en los que se habia silenciado la al-sintrofina, confirmando que esta
proteina PDZ es la responsable de la modulacion reciproca positiva entre los canales Kir2.1-2.2 y

Navl.5 en el miocardio.

4. MODULACION RECIPROCA POSITIVA DE Kir2.x Y Navl.s EN AURICULA
HUMANA

En el siguiente grupo de experimentos, quisimos determinar la relevancia fisiopatologica de la
modulacion Kir2.x-Navl.5 en el miocardio humano. Diversos grupos de investigacion han descrito
de forma consistente que la densidad de la /x; aumenta marcadamente en miocitos auriculares
obtenidos de pacientes con FAC con respecto a la registrada en miocitos de pacientes en RS

(Dobrev y cols., 2001; Voigt y cols., 2010; Gonzalez de la Fuente y cols., 2013). Este aumento se

206



Resultados

asocia a un incremento de la expresion de los canales Kir2.1 (Dobrev y cols., 2001) y es uno de los
eventos criticos del proceso de remodelado eléctrico. De hecho, se ha propuesto que el aumento de
la Ix; es una de las causas del mantenimiento de los circuitos de reentrada espirales caracteristicos
de las arritmias fibrilatorias como la FA. Para identificar si este aumento de la Ix; conducia al
incremento de la Iy, registramos ambas corrientes en miocitos auriculares disociados
enzimaticamente a partir de orejuelas obtenidas de pacientes con FAC o en RS sometidos a cirugia
cardiaca en el Hospital Universitario Gregorio Marafion (Gémez y cols., 2009; Caballero y cols.,
2010a y b; Amoros y cols., 2013; Barana y cols., 2014; Pérez-Hernandez y cols., 2016). Las
caracteristicas clinicas de los pacientes se describen en la Tabla IV.3. Es importante destacar que en
el grupo de FAC, tinicamente se incluyeron pacientes con mas de 6 meses de evolucion. Como se
puede observar el didmetro de la auricula izquierda era mayor en los pacientes con FAC (P<0.05),
resultado que concuerda con lo descrito en otros estudios (Karen y cols., 1987; Andersen y cols.,
1991; Dittrich y cols., 1999). A nivel celular observamos que la capacitancia, que es un indice del
tamafno de la célula, de los miocitos procedentes de pacientes con FAC fue significativamente
mayor (100.3+5.6 pF; n=51) que la de los procedentes de pacientes en RS (76.8+5.6 pF, n=70;
P<0.05). Sin embargo, no existian diferencias significativas en el resto de caracteristicas, como la

cardiopatia del paciente, la edad, el sexo o el tratamiento farmacologico.

4.1. Caracteristicas electrofisiologicas de la Ik; registrada en miocitos auriculares humanos

En la Figura V.38 se muestran las principales caracteristicas electrofisiologicas de la Ik
cardiaca registrada en miocitos auriculares humanos. En el panel A se muestra una familia de trazos
de Ik, registrados al aplicar pulsos de 250 ms de duracion desde -100 hasta 0 mV en incrementos de
10 mV (potencial de fijacion -40 mV). Tras la aplicacion del pulso, la amplitud de la Ik, alcanza un
pico maximo de corriente para, a continuacion, disminuir ligeramente a medida que se aplica el
pulso hasta alcanzar un nivel estable de corriente. En el panel B se muestra la relacion densidad de
corriente-voltaje caracteristica de la Ik, obtenida al representar la densidad de la corriente frente al
potencial aplicado. A potenciales mas negativos que el Ex, se registra una corriente de entrada de
K" cuya amplitud va disminuyendo de forma gradual a medida que el potencial del pulso es mas
positivo. A potenciales mas positivos que el E, se registra una corriente de K de pequefia amplitud
como consecuencia del fendmeno de rectificacion interna comentado con anterioridad (Figura
V.38B). Todas estas caracteristicas coinciden con las descritas previamente por otros autores en
miocitos auriculares humanos (Koumi y cols., 1995a; Wang y cols., 1998, Caballero y cols., 2010a,

Amords y cols., 2013; Gémez y cols., 2014),
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Figura V.38. Caracteristicas electrofisiologicas de la Ik, auricular humana. (A) Familia de trazos de la Ix; auricular
humana registrados tras aplicar el protocolo que se muestra en la parte superior de la figura. (B) Relacion densidad de
corriente-voltaje para la Ix;. Los potenciales de membrana se han corregido de acuerdo a un LJP de -11.3 mV. Cada
punto representa la media = EEM de 20 miocitos/experimentos.

4.2. Caracteristicas electrofisiologicas de la Iy, registrada en miocitos auriculares humanos

En la Figura V.39 se muestran las principales caracteristicas electrofisiologicas de la Iy,
registrada en miocitos auriculares humanos. En el panel A se muestra una familia de trazos de
corriente In, que fueron registrados al aplicar pulsos de 50 ms de duracion desde -100 mV hasta -10
mV en incrementos de 5 mV (potencial de fijacion = -120 mV). Tras la aplicacion del pulso
despolarizante, la Iy, alcanzaba rédpidamente un pico maximo de corriente (Tt = 0.3 £ 0.02 ms),
disminuyendo también de forma rapida hasta suprimirse casi completamente como consecuencia
del paso del canal a su estado inactivo (Tinact rapida = 1.4 = 0.04 mS; Tinact lenta = 13.5 £ 1.1 ms). (Figura
V.39A). En el panel B de la Figura V.39, se muestra la relaciéon densidad de corriente-voltaje con
forma de campana invertida caracteristica de la Iy, obtenida al representar la densidad de la
corriente medida como la diferencia entre el pico maximo y el final de cada pulso (50 ms) en
funcion del voltaje aplicado. A potenciales entre -100 y -70 mV, no se registraban corrientes de Na"
voltaje-dependientes. A potenciales mas positivos de -60 mV, la corriente aumentaba hasta alcanzar
el maximo aproximadamente a -40 mV (-14.1 = 0.7 pA/pF) (n > 20). A potenciales mas positivos,
la amplitud de la corriente disminuia progresivamente como consecuencia de la inactivacion
voltaje-dependiente del canal. Todas estas caracteristicas coinciden con las descritas previamente

por otros autores en miocitos auriculares humanos (Sakakibara y cols., 1992 y 1993).
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Figura V.39. Caracteristicas electrofisiolégicas de la Iy, auricular humana. (A) Familia de trazos de la Iy, auricular
humana registrados tras aplicar el protocolo que se muestra en la parte superior de la figura. (B) Relacion densidad de
corriente-voltaje para la /y,. Cada punto representa la media = EEM de 20 miocitos/experimentos.

4.3. Efectos del aumento de la Ik sobre la Iy, en auricula humana

En los siguientes grupos de experimentos, quisimos comparar la Ix; y la Iy, registradas en
miocitos procedentes de pacientes en RS con las registradas en miocitos procedentes de pacientes
con FAC. En la Figura V.40, se muestran trazos de /x; (Panel A) registrados en ambos grupos de
miocitos tras aplicar pulsos de 250 ms desde -40 mV hasta potenciales entre -100 y 0 mV, asi como

las correspondientes relaciones densidad de corriente-voltaje (Panel B). Como se puede observar, la

B Potencial de membrana (mV)
110

-100 -60
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Figura V.40. La densidad de la Ik; auricular estd incrementada significativamente en pacientes con FAC. (A).
Familias de trazos de /x; registrados en miocitos auriculares disociados enzimaticamente a partir de la orejuela auricular
derecha extraida de pacientes en ritmo sinusal (RS, N = 6) o con fibrilaciéon auricular crénica (FAC, N = 6). (B).
Relaciones densidad de corriente-voltaje medias para la I, registrada en ambos grupos de miocitos. En (B), * P <0.05
frente a RS. Cada punto representa la media = EEM de al menos 20 experimentos/miocitos. En (B), se realizd un
ANOVA seguido del test de Newman-Keuls y un modelo multinivel de efectos mixtos.
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densidad de la /x; registrada en miocitos de pacientes con FAC era significativamente mayor que la
registrada en pacientes en RS a potenciales entre -100 y -50 mV (P < 0.05), sin producir cambios
significativos en la cinética de activacion o caida de la corriente o en el potencial de inversion (P >

0.05).

En cambio, la densidad media de I, fue similar en los dos grupos de miocitos (Figura V.41).
Tampoco se observaron diferencias en la cinética de activacion, inactivaciéon o en la dependencia de
voltaje de la activacion o la inactivacion. Para hacer un estudio més detallado, representamos la
densidad media de la Ik; (eje de abscisas) en funcion de la densidad media de la Iy, (eje de

ordenadas) calculadas para cada paciente en RS y con FAC (Figura V.42). En caso de que hubiese

Potencial de membrana (mV)
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Figura V.41. La densidad de la Iy, auricular no esti incrementada significativamente en pacientes con FAC. (A).
Familias de trazos de Iy, registrada en miocitos auriculares disociados enzimaticamente a partir de la orejuela auricular
derecha extraida de pacientes en ritmo sinusal (RS, N = 6) o fibrilacion auricular créonica (FAC, N = 6). (B). Relaciones
densidad de corriente-voltaje medias para la /y, registrada en ambos grupos de miocitos. Cada punto representa la media
+ EEM de al menos 20 experimentos/miocitos. En (B), se realiz6 un ANOVA seguido del test de Newman-Keuls y un
modelo multinivel de efectos mixtos.

modulacién reciproca positiva, existiria una correlacion positiva entre ambas densidades, de tal
forma que a mayor densidad de la /x; mayor densidad de la In,. Sin embargo, tal y como puede
observarse, no existe una correlacion entre los valores de densidad de /x; y de Ina, lo que demuestra
que en miocitos auriculares humanos, el aumento de la /x; producido por la FAC no se acomparia
de un aumento en la Iyo. Como se ha mencionado con anterioridad, diversos datos
electrofisiologicos y de biologia molecular (Gaborit y cols., 2007, Caballero y cols., 2010a)
demostraban que los canales Kir2.3 jugaban un papel critico en la formacion de los canales que
generan la Ix; en la auricula humana. Los resultados obtenidos en sistemas de expresion heterélogos
(Apartados 1.1 y 1.4) indicaban que la presencia de Kir2.3 en los canales homo- o hetero-

tetraméricos suprimia la modulacion positiva entre canales Kir2.x y Navl.5. Por tanto, nuestros
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resultados confirmarian el importante papel de Kir2.3 en la Ig; auricular humana y permitirian

explicar la ausencia de la modulacién positiva Ik -In, €n los miocitos auriculares humanos.

Densidad Ik1 (pA/pF)
_§o '5.0 -4}0 -3:0 -2|O '1.0 O0

Figura IV.42. El incremento de densidad de la I,
registrada en miocitos auriculares de pacientes con
FAC no se acompaiia de un incremento en la densidad
de la Iy,. Valores medios calculados para cada paciente de
las densidades de Iy e Ina. Los datos incluyen al menos 8
miocitos en cada paciente. N = 6 pacientes en cada grupo.

(4d/vd) en| pepisusQg

4.4. Estudio de interaccion entre Kir2.3, SAP97 y al-sintrofina en auricula humana

En el siguiente grupo de experimentos, quisimos determinar si la ausencia de la modulacion
positiva Ik -Ina in vivo en la auricula humana, era debida a la imposibilidad de los canales Kir2.3 de
unirse a las proteinas con dominios PDZ SAP97 o al-sintrofina. Para ello realizamos ensayos de
co-inmunoprecipitacion en muestras de orejuela auricular izquierda proveniente de pacientes en RS

(N = 3), utilizando los procedimientos detallados en apartados anteriores.

Como puede observarse en la Figura V.43A, en la auricula humana la proteina de anclaje
SAP97, cuya banda aparece a un peso molecular de entre 100 y 150 KDa, co-inmunoprecipitaba
con los canales Kir2.3. Sin embargo, la al-sintrofina, cuya banda aparecia entre 50 y 75 KDa, no

co-inmunoprecipitaba con dichos canales.

Todos los resultados obtenidos en auricula humana demostraban que, in vivo, la presencia de los
canales Kir2.3 evitaba la modulacion reciproca positiva Navl.5-Kir2.1/2.2 impidiendo la
interaccion de los canales Kir2.x con la al-sintrofina, lo que confirmaba que la proteina de anclaje

involucrada en la modulacion reciproca era la ol-sintrofina y no SAP97.
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Figura V.43. SAPY97, pero no al-sintrofina, co-inmunoprecipita con los canales Kir2.3 en la auricula humana.
SAP97 (A) pero no la al-sintrofina (B) co-inmunoprecipita con Kir2.3 incluso en lisados de muestras de orejuela
auricular derecha humana (N = 3). También se muestra el sobrenadante (Sob) recuperado después de la centrifugacion
del inmunoprecipitado de Kir2.3. En (A) y (B) para las reacciones de inmunoprecipitacion se utilizaron preparaciones
enriquecidas de membrana. Como control negativo, el lisado fue tratado con una IgG no especifica (y proteina A/G)
(carril con “Ac. No Inmune”). Las flechas indican la altura de las bandas correspondientes a SAP97 (A) y ol -sintrofina.
IB, anticuerpo utilizado para inmunoblotting; IP, anticuerpo utilizado para la inmunoprecipitacion

5. PAPEL DE LOS EXTREMOS N- Y C-TERMINALES DE LOS CANALES Nav1.5 EN LA
MODULACION RECIPROCA POSITIVA

5.1. Papel de la secuencia de union a dominios PDZ situada en el extremo C-terminal

Ha sido ampliamente demostrado que el canal Navl.5 interacciona con la ol-sintrofina
mediante una secuencia de uniéon a dominios PDZ situada en el extremo C-terminal del canal (Ser,
Ala y Val; SIV) (Gee y cols., 1998; Gavillet y cols., 2006; Eichel y cols., 2016). De hecho, datos
recientes habian demostrado que la eliminacién de esta secuencia en ratones daba lugar a una
reduccion significativa de la densidad de la Iy, en la membrana lateral de los miocitos ventriculares,
pero no en los discos intercalares (Shy y cols., 2014). Los autores proponian que dicha secuencia

era crucial para la interaccion de los canales Nav1.5 con la al-sintrofina y, en consecuencia, para la
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expresion de los mismos en la membrana lateral (Shy y cols., 2014). En base a estos resultados,
quisimos determinar el papel de esta secuencia en la modulacion reciproca positiva Nav1.5-Kir2.1.
Para ello, realizamos experimentos de mutagénesis dirigida que nos permitieron construir un canal
Navl.5 en el que se habia suprimido la secuencia SIV (Nav1.5APDZ), mediante la introduccién de

un codon de terminacion en la region correspondiente.

Como puede observarse en la Figura V.44, y en concordancia con lo descrito con anterioridad
(Gavillet y cols., 2006; Shy y cols., 2014), la densidad de la Inayi5 registrada en células CHO
transfectadas de forma transitoria con el ADNc que codificaba la expresion de Navl.SAPDZ era
significativamente menor a la generada por los canales Nav1l.5 WT. Sin embargo, la supresion de la
secuencia SIV no produjo ningin cambio en las propiedades tiempo- o voltaje-dependientes de la

corriente (Figura V.44).
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Figura V.44. La supresion de los tres ultimos aminoacidos de Navl.5 (Navl.SAPDZ) unicamente produce una
disminucion en la expresion del canal en membrana. Familias de trazos de Ixy1.5 € Inavisappz registrados en células
CHO tras aplicar un protocolo de pulsos que se muestra en la parte superior de la figura.

La Figura V.45A muestra las relaciones densidad de corriente-voltaje generadas por los canales
Kir2.1 cuando se transfectaron solos o conjuntamente con canales Navl.5-f o Navl.SAPDZ.
Sorprendentemente, la densidad de la /kir | registrada en células cotransfectadas con canales Kir2.1

y Navl.5APDZ era muy similar a la registrada en células cotransfectadas con los canales Nav1.5-p
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(Figura V.45A). Por el contrario, es importante destacar que la cotransfeccion de canales Kir2.1 no

aumentaba la densidad de la corriente generada por los canales Nav1.5APDZ (Figura V.45B).

A A Nav1.5-8
¢ Nav1.5APDZ

© Nav1.5APDZ+Kir2.1
O Nav1.5APDZ+Nter
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-80
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-o-Kir2.1 ©-Kir2.1+Nav1.5-3
= Kir2.1+Nav1.5APDZ

Densidad INav1.5- (pA/pF)

Figura V.45. La expresion de los canales Navl.SAPDZ aumentan la densidad de la I;.,;, pero la de los canales
Kir2.1 no modifica la densidad de la In,yisappz. (A) Relaciones densidad de corriente-voltaje medias de [y
registradas en células CHO que expresaban canales Kir2.1 solos, Kir2.1 + Navl.5-f, o Kir2.1 + Navl.5APDZ. (B)
Relaciones densidad de corriente-voltaje medias de Inuis5 e Inavisappz registradas en células CHO que expresaban
canales Nav1.5-p solos, Nav1.5APDZ solos, Kir2.1 + Navl.5APDZ, o cuando se cotransfectaban el extremo N-terminal
de Nav1.5 (Nter, 132 aa) y los canales Nav1.SAPDZ. En (A), * P <0.05 frente a Kir2.1 o Kir2.2 solo. En (B) * P <0.05
frente a Nav1.5-f solo (ANOVA seguido del test de Newman-Keuls y un modelo multinivel de efectos mixtos). Cada
punto representa la media + EEM de > 25 experimentos/células.

A partir de estos resultados, podemos concluir que los canales Navl.SAPDZ modulaban
positivamente la expresion de los canales Kir2.1, mientras que la expresion de los canales
Nav1.5APDZ no podia ser modulada positivamente por los canales Kir2.1. Por tanto, proponemos
que para que la expresion de los canales Nav1.5 sea modulada positivamente por la coexpresion de
los canales Kir2.1, es necesario que ambos tipos de canales puedan unirse a la al-sintrofina a través
de sus extremos C-terminales y por tanto, es indispensable que el canal Nav1.5 mantenga integra su
secuencia de union a dominios PDZ SIV.

Por el contrario, para que la expresion de los canales Kir2.1 sea modulada positivamente por la
coexpresion de los canales Nav1.5, no es indispensable que el canal Nav1.5 se una a ol-sintrofina a
través de su extremo C-terminal, lo que podria sugerir que este canal es capaz de unirse a esta
proteina de anclaje a través de alguna otra secuencia localizada en una region del canal distinta a la

SIV.
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5.2. Papel del dominio N-terminal de Nav1.5

Tal y como se ha mencionado en la Introduccion, hasta fechas recientes el papel del dominio N-
terminal en el control de la expresion en la membrana del canal Nav1.5 era totalmente desconocido
e insospechado. En este contexto, Clatot y colaboradores habian demostrado que la cotransfeccion
de los canales Nav1.5 con un pldsmido que codifica la expresion del dominio N-terminal de Nav1.5
(Nter, péptido de 132 aminodcidos) aumentaba marcadamente la densidad de la Ivay 5 registrada en
células HEK293 (Clatot y cols., 2012). Sorprendentemente, en este trabajo los autores no
profundizaron mas y no identificaron ni el posible mecanismo ni los determinantes moleculares de
este efecto. De hecho, se limitaban a proponer que el Nter podria actuar a modo de "sefiuelo"
permitiendo que un mayor nimero de canales Navl.5 superase los sistemas de control de calidad
celular, y llegase a la membrana de la célula (Clatot y cols., 2012). Con el objetivo de determinar el
papel que jugaria el dominio N-terminal del canal Navl.5 en la modulacion reciproca positiva
Kir2.x-Navl.5, analizamos los efectos de la cotransfeccion del fragmento Nter sobre la Ikinx y la

INavis en células CHO y en miocitos ventriculares de rata.

5.2.1. Efectos del fragmento Nter sobre la Ikirnx v 1a Inavi s registradas en células CHO

En las Figuras V.46A y 46B, se muestran las relaciones densidad de corriente—voltaje para Ixir.1
e Ixirn3 registradas en células CHO que habian sido transfectadas con cada uno de los canales (1.6
Lg) conjuntamente o no con el fragmento Nter (1.6 ig). Como se puede observar, la cotransfeccion
de Nter aumentaba significativamente la densidad de la /i1 a potenciales negativos y positivos al
Ex. De hecho, el aumento producido por el Nter, resultdé practicamente idéntico al producido por el

canal Nav1.5 completo en su forma WT o por el canal Navl.5APDZ (Figura V.47).

Resultados similares se obtuvieron cuando se cotransfecté el Nter conjuntamente con los
canales Kir2.2. De hecho, la densidad de la Ik, registrada en células cotransfectadas con el Nter
resultd ser significativamente mayor que la registrada en ausencia del fragmento y practicamente
idéntica a la registrada en presencia de los canales Navl.5 completos (Figura V.47). Por el
contrario, la cotransfeccion del Nter con los canales Kir2.3 no produjo ninguna modificacion
significativa en la Ixi» 3 (Figuras V.46B y V.47), de forma similar a lo observado al cotransfectar el

canal Nav1.5 completo.
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Figura V.46. El extremo Nter del canal Nav1l.5 determina la interaccion positiva Nav1.5-Kir2.1. (A) y (B) Media
de las relaciones densidad de corriente-voltaje para Iy (A) € Ikin. 3 (B) registradas en células CHO expresando canales
Kir2.1 o Kir2.3 solos, o cuando se cotransfectaban con Nter, respectivamente. En (A), * P <0.05 frente a Kir2.1 o solo
(ANOVA seguido del test de Newman-Keuls y un modelo multinivel de efectos mixtos). Cada punto representa la
media + EEM de > 25 experimentos/células.

Por tanto, estos resultados sugerian que el aumento de la Ikir 122 producido por la coexpresion

del canal Navl.5 eran completamente atribuibles a su dominio N-terminal.
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Figura V.47. El extremo Nter del canal Navl.5 aumenta la densidad de la Ik, e Iki2, pero no de I 3.
Densidad de Iki»x medida a -120 mV en células CHO transfectadas con los canales Kir2.x solos o junto con canales
Navl.5 WT completos o con el fragmento Nter. En el caso de I, también se incluyen los resultados obtenidos al
cotransfectar con Nav1.SAPDZ. * P <0.05 frente a Kir2.1 o Kir2.2 solo (ANOVA seguido del test de Newman-Keuls y
un modelo multinivel de efectos mixtos). Cada barra representa la media = EEM de > 25 experimentos/células.
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A continuacion, analizamos los efectos del fragmento Nter sobre la Ivay 5 registrada en células
CHO. Como se puede observar en la Figura V.48, la cotransfeccion del Nter aumentd
significativamente la densidad de la Inayi s, alcanzando practicamente un 100% de aumento en
nuestras condiciones experimentales. Por el contrario, no se observaron modificaciones

significativas en las propiedades tiempo- o voltaje-dependientes de la corriente.

Estos resultados confirmaban los obtenidos anteriormente por Clatot y colaboradores (Clatot y
cols., 2012). Por otro lado, es interesante destacar que el Nter no modificaba la densidad de
corriente generada por los canales Navl.SAPDZ, lo que sugeria que para que este fragmento
aumente la densidad de la In,yi5 €s necesario que los canales Nav1.5 tengan el extremo C-terminal

intacto para poder unirse a la o.1-sintrofina.
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Figura V.48. El extremo Nter del canal Navl.5 aumenta la densidad de la Iy, s. (A) Familia de trazos Inayis
cotransfectando Navl1.5 y Nter registrados en una célula CHO tras aplicar un protocolo de pulsos de 50 ms de duracion
desde —80 mV hasta +50 mV en incrementos de 5 mV (potencial de fijacion = -120 mV). (B) Relaciones densidad de
corriente — voltaje medias construidas a partir de registros de Iyayi.s medidos en células CHO transfectadas con los
canales Navl.5 solos o junto con el fragmento Nter. * P <0.05 frente a Navl.5 solo (ANOVA seguido del test de
Newman-Keuls y un modelo multinivel de efectos mixtos). Cada punto representa la media + EEM de > 15
experimentos/células.

5.2.2. Efectos del Nter en miocitos ventriculares de rata
Para comprobar si el péptido Nter, por si solo, podia promover la expresion de los canales

Kir2.1-2.2 y Navl.5 en miocitos ventriculares de rata adulta, se sobreexpresd Nter en estas células

utilizando un adenovirus que codificaba para este fragmento (Ad-Nter). En este grupo de
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Figura V.49. El fragmento Nter aumenta las densidad de la Ik, en miocitos ventriculares de rata. (A) Familias de
trazos de Iy, registrados utilizando el protocolo de pulsos que se muestra en la parte superior de la figura en miocitos
ventriculares de rata infectados con Ad-GFP (izquierda) o Ad-Nter (derecha). (B) Relaciones densidad de corriente-
voltaje medias para la I, registrada en miocitos ventriculares de rata infectados con Ad-GFP o Ad-Nter. Cada punto
representa la media + EEM de > 12 experimentos/miocitos procedentes de 3 ratas. * P < 0.05 frente a Ad-GFP
(ANOVA seguido del test de Newman-Keuls y un modelo multinivel de efectos mixtos).

experimentos, se utilizaron como control negativo miocitos infectados con un adenovirus que
codificaba tUnicamente para GFP (Ad-GFP). La infeccion con el Ad-Nter no modificd
significativamente la capacitancia de los miocitos ventriculares (76.5+£3.9 vs 74.0+5.6 pF, P > 0.05;
n = 18). Las Figuras V.49A y 49B demuestran que la densidad de la /x; en los miocitos infectados
con el Ad-Nter era significativamente mayor que en los miocitos infectados con Ad-GFP a

potenciales negativos (entre -100 y -70 mV) y positivos (entre -40 y -20 mV) al Ex.

Las Figuras V.50A y 50B muestran que la infeccién con Ad-Nter produjo un marcado aumento
de la densidad de la In,, sin producir cambios significativos en las caracteristicas tiempo- o voltaje
dependientes. Estos resultados demuestran que el fragmento Nter aumenta la /x; y la Iy, en miocitos
ventriculares de rata, confirmando que ejerce un “efecto chaperona” sobre los canales que generan

dichas corrientes en una célula cardiaca, lo que refuerza su relevancia fisiologica.

Todos estos resultados confluyen en la idea de que el dominio N-terminal de los canales Nav1.5
es el responsable de la modulacion positiva tanto de los canales Nav1.5 como de los canales Kir2.1-
2.2. Por lo tanto, para que la modulacion positiva ocurra, tanto el extremo N-terminal de Nav1.5

como el extremo C-terminal de los canales Navl.5 o Kir2.1-2.2 deben unirse a una proteina PDZ.
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Figura V.50. El fragmento Nter aumenta la densidad de la Iy, en miocitos ventriculares de rata. (A) Familias de
trazos de Iy, registrados utilizando el protocolo de pulsos que se muestra en la parte superior de la figura en miocitos
ventriculares de rata infectados con Ad-GFP (izquierda) o Ad-Nter (derecha). (B) Relaciones densidad de corriente-
voltaje medias para la Iy, registrada en miocitos ventriculares de rata infectados con Ad-GFP o Ad-Nter. Cada punto
representa la media + EEM de > 12 experimentos/miocitos procedentes de 3 ratas. * P < 0.05 frente a Ad-GFP
(ANOVA seguido del test de Newman-Keuls y un modelo multinivel de efectos mixtos).

Como se ha demostrado en apartados anteriores, la proteina PDZ que se une a Kir2.1, Kir2.2,
Navl.5, pero no a Kir2.3, es la al-sintrofina. Ademas, aunque la al-sintrofina inicamente posea un
dominio PDZ, se ha demostrado que esta proteina es capaz de formar dimeros entre si a través de
los dominios PH2 y SU (Kachinsky y cols., 1999). Nuestra hipdtesis se basa en que este dimero
tiene dos dominios PDZ accesibles para, por un lado, unirse al extremo N-terminal de Navl.5 y, por
otro lado, a la secuencia de unidén a PDZ situada en el extremo C-terminal de los canales Kir2.1,
Kir2.2 o Navl.5, aunque la estequiometria del complejo proteico no ha podido desenmascararse

hasta el momento.

6. DETERMINANTES MOLECULARES DEL “EFECTO CHAPERONA” DEL Nter

Los resultados obtenidos en apartados anteriores demostraban que el dominio N-terminal del
canal Navl.5 aumentaba la densidad de la corriente generada por los canales Kir2.1, Kir2.2 y
Navl.5 siempre y cuando €stos tres ultimos se unieran a la o1-sintrofina a través de su extremo C-
terminal. Este hecho sugiere, por tanto, que el dominio N-terminal deberia unirse a su vez a la al-
sintrofina. Examinando el dominio N-terminal de los canales Navl.5, se puede apreciar que entre

los residuos 18 y 22 hay una secuencia que cumple los requisitos establecidos para la secuencia
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consenso (R/K-E-S/T-X-V-COOH) de los motivos de union a dominios PDZ tipo I (Leonoudakis y
cols., 2001, 2004a y 2004b; Tonikian y cols., 2008; Ivarsson, 2012). De hecho, como se muestra en
la Figura V.51, dicha secuencia es muy similar a la del motivo de unién a dominios PDZ situada en

el extremo C-terminal de Nav1.5.

12 ultimos aa C-term PPSPD--R--DRESIV

MANFLLPRGTSSFRRFTRESLA

* * *kks

22 primeros aa N-term

Figura V.51. El extremo N-terminal posee un motivo de unién a dominios PDZ. Secuencia de los ultimos 12 y los
primeros 22 residuos de los canales Nav1.5 cardiacos humanos. El recuadro indica el motivo de union a dominios PDZ
en el C-terminal y el identificado en el Nter; “*”, residuos idénticos en ambas secuencias; “:”, residuos con propiedades
muy similares; “.” residuos que comparten cierta s1m111tud

6.1 Papel de la secuencia RESLA en el “efecto chaperona”

Para determinar el papel de esta secuencia identificada en el extremo N-terminal en el aumento
de la Ina y la Ix; producido por el Nter, realizamos experimentos de mutagénesis dirigida, y se

mutaron las bases que codificaban para los residuos Glul9 (p.E19A), Ser20 (p.S20A) o Leu2l
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Figura V.52. La serina en posicion 20 determina el “efecto chaperona” del fragmento Nter de Navl.5. (A)
Densidad de Ik« registrada a -120 mV en células CHO transfectadas con canales Kir2.1 o Kir2.2 solos o junto con el
fragmento Nter en su forma WT o con las mutaciones indicadas. La barra blanca representa la densidad de la I
registrada en células transfectadas con canales Kir2.1 WT conjuntamente con el canal Navl.5 completo en el que se
habia sustituido el residuo Ser20 por Ala. * P < 0.05 frente a Kir2.x solo. (B) Densidad maxima de Ixay1 5.5 €n células
transfectadas con Nav1.5-f solo o junto con el fragmento Nter en su forma WT o con las mutaciones indicadas. * P <
0.05 frente a Nav1.5-f solo. Cada barra representa la media + EEM de >25 experimentos/células (ANOVA seguido de
un test de Newman-Keuls y un modelo multinivel de efectos mixtos).
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(p.L21A) en el plasmido que codificaba para el fragmento Nter. A continuacion, se registraron la
Ixinx Y la Inavis en células CHO cotransfectadas con los canales correspondientes y las distintas
construcciones del fragmento Nter.

En la Figura V.52A se muestran las densidades medias de /kir.; € Ikir .2 registradas a -120 mV al
cotransfectar el fragmento Nter en su forma WT o con las distintas mutaciones (p.E19A, p.S20A,
p.L21A). Como se puede observar, en ambos casos la cotransfeccion de los fragmentos Nter
p.E19A y p.L21A produjo un aumento similar al que producia la forma WT, sin embargo, la
substitucion de la Ser20 por Ala suprimia completamente el aumento producido por el fragmento
Nter. A continuacion, quisimos determinar si la sustitucion de este residuo en el canal Navl.5
completo (Navl.5 p.S20A) tendria las mismas consecuencias. Por tanto, estos resultados

demuestran que la serina en posicion 20 del fragmento Nter es critica para el aumento de la Igix x.

En primer lugar, registramos la corriente generada por los canales Navl.5 p.S20A en células
CHO, lo que nos permiti6 comprobar que la mutacion de esta serina no producia cambios
significativos en sus propiedades electrofisiologicas, de tal forma que la densidad, la dependencia
de tiempo y de voltaje de la activacion e inactivacion fueron idénticas a las de la corriente generada

por canales Nav1.5 WT (Figura V.53).
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Figura V.53. Navl.5 p.S20A no presenta cambios electrofisiologicos con respecto a Navl.5 WT. (A) Familia de
trazos de Inay1.ss20a registrados en una célula CHO tras aplicar un protocolo de pulsos de 50 ms de duracion desde —80
mV hasta +50 mV en incrementos de 5 mV (potencial de fijacion = -120 mV). (B) Relaciones densidad de corriente —
voltaje medias construidas a partir de registros de Iy,y.5 medidos en células CHO transfectadas con los canales Nav1.5
solos 0 Navl1.5 p.S20A. (ANOVA seguido del test de Newman-Keuls y un modelo multinivel de efectos mixtos). Cada
punto representa la media + EEM de > 15 experimentos/células.

Sin embargo, tal y como se puede observar en las Figuras V.52A y V.54, la cotransfeccion de
Kir2.1 con Navl.5 p.S20A no modifico la densidad de la Ikjr.; respecto a la de la corriente generada

al transfectar los canales Kir2.1 en solitario. Por tanto, todos estos resultados demuestran que la
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serina en posicion 20 del dominio N-terminal de Navl.5 es critica para el aumento de la ki x
promovido tanto por el fragmento Nter como por el canal Navl.5 completo. Por su parte, en la
Figura V.52B se muestra la densidad de la Ivayis-p registrada en células CHO transfectadas con
Nav1.5+f y cada una de las construcciones del Nter. Es importante destacar que al igual que habia
ocurrido en la Ikin x, €l fragmento Nter p.S20A no era capaz de aumentar la /nav1 .55, mientras que

p.E19A y p.L21A produjeron un aumento idéntico al observado con el fragmento Nter WT.

Potencial de membrana (mV)
Figura 1IV.54. El canal Navl.5 p.S20A no
incrementaba la Ig;,;. Relaciones densidad de
corriente-voltaje medias de I registrada en células
transfectadas con canales Kir2.1 solos o
cotransfectadas con el canal Navl.5 p.S20A. Cada
punto representa la media £+ EEM de > 16
experimentos/células (ANOVA seguido de un test de
Newman-Keuls y un modelo multinivel de efectos
mixtos).
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6.2. Estudios de interaccion de al-sintrofina con los dominios de union a PDZ de Navl.5

Los resultados mostrados en apartados anteriores demuestran que la oul-sintrofina es la proteina
de anclaje que determina la modulacion reciproca positiva Nav1.5-Kir2.1/2.2. Por otra parte hemos
propuesto que el canal Navl.5 podria unirse a proteinas con dominios PDZ a través de su motivo
canodnico (SIV) localizado en el extremo C-terminal y a través de un motivo localizado en el

dominio N-terminal, en el que la serina en posicion 20 es critica.

A continuacion realizamos ensayos de co-inmunoprecipitacion para confirmar que los canales
Navl.5 pueden unirse a la al-sintrofina a través de ambos motivos de unién a dominios PDZ. La
Figura V.55A demuestra que en células CHO el canal Navl.5APDZ fue detectado en el complejo
correspondiente a la co-inmunoprecipitacion con la al-sintrofina y no en el sobrenadante. Para
confirmar este resultado, se hizo el experimento inverso, que demostré que la ol-sintrofina se
detectaba en el complejo de la co-inmunoprecipitacion con el canal Navl.SAPDZ (Figura V.56A).
Por tanto, estos resultados demuestran que la al-sintrofina podia interaccionar con el canal Navl.5,

a pesar de haber suprimido su motivo de unidén a dominios PDZ canodnico del extremo C-terminal.
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Figura V.55. El canal Navl.5 interacciona con la ol-sintrofina a través de motivos de union a PDZ situados en
los dominios N- y C-terminales.. (A) El canal Navl.5APDZ inmunoprecipita con la al-sintrofina. El canal
Nav1.5APDZ-Flag fue detectado mediante western blot en lisados de células CHO (n = 3 de tres placas diferentes). (B)
La sustitucion de la serina 20 en el canal Nav1.5 reduce su interaccion con la al-sintrofina. El canal Nav1.5 p.S20A-
Flag fue detectado mediante western blot en lisados de células CHO (n = 3 de tres placas diferentes). En ambos casos
también se muestra el sobrenadante (Sob) recuperado después de la centrifugacion. Se utilizaron preparaciones
enriquecidas de membrana de lisados de células CHO en todas las reacciones de inmunoprecipitacion. Ambos lisados y
sus correspondientes co-inmunoprecipitaciones fueron cargados en el mismo gel y los carriles fueron separados (lineas
continuas) s6lo cuando se incubaron con un anticuerpo secundario distinto: se utilizo anticuerpo secundario conjugado
con HRP para detectar la proteina en los lisados (western blot normal) y Proteina A conjugada con HRP para las co-
inmunoprecipitaciones. IB, anticuerpo utilizado para inmunoblotting; 1P, anticuerpo utilizado para inmunoprecipitacion.

Por su parte, en la Figura V.55B se muestran los resultados obtenidos al realizar el ensayo de
co-inmunoprecipitacion entre ol-sintrofina y el canal Navl.5 p.S20A en células CHO. Como se
puede observar la al-sintrofina se detectaba tanto en el carril correspondiente a la co-
inmunoprecipitacion como en el del sobrenadante, dando a entender que la sustitucion de la Serina
en posicion 20 Unicamente suprimia la union del canal a través del motivo de uniéna a dominios
PDZ situada en el dominio N-terminal con una parte de la al-sintrofina, pudiendo el resto unirse al

canal a través del motivo del extremo C-terminal.

Para confirmar esta hipotesis, se construy6 un canal Navl.5 en el que se suprimieron ambos

motivos (Nav1.5APDZ p.S20A) y se realiz6 un ensayo de co-inmunoprecipitacion en células CHO.
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La Figura V.56B muestra que la al-sintrofina no co-inmunoprecipitaba con el canal Navl.SAPDZ
p.S20A demostrando que al eliminar los motivos de unidon a dominios PDZ del canal Navl.5, se

abole la interaccion con la otl-sintrofina.

IP Anti: Lisado  |P Anti:
Lisado CHO

CHO Ac Nav1.5 Ac
Nav1.5 Sob No S20A Sob No
APDZ Nav1.5 Nav1.5Inmune APDZ Nav1.5Nav1.5 Inmune

=

-

IB: a1-Sintrofina IB: a1-Sintrofina

Figura V.56. La al-sintrofina inmunoprecipita con el canal Navl.SAPDZ pero no con el canal Navl.SAPDZ
p-S20A. La al-sintrofina inmunoprecipita con Nav1.5SAPDZ (A) (n = 3 de 3 placas diferentes) pero no con los canales
S20A Nav1.5APDZ (B) (n = 3, de tres placas diferentes). La al-sintrofina fue detectada por western blot en lisados de
células CHO. Para las reacciones de inmunoprecipitacion se utilizaron preparaciones enriquecidas de membrana.
También se muestran los sobrenadantes (Sob) recuperados después de la centrifugacion de las co-
inmunoprecipitaciones. Como control negativo, se utilizaron los lisados tratados con una IgG no especifica (y proteina
A/G) (carril “Ac no Inmune”). Ambos lisados y sus correspondientes co-inmunoprecipitaciones fueron cargados en el
mismo gel y los carriles fueron separados (lineas continuas) s6lo cuando se incubaron con un anticuerpo secundario
distinto: en este caso se utilizd anticuerpo secundario conjugado con HRP para detectar la proteina en los lisados
(western blot normal) y Proteina A conjugada con HRP para las co-inmunoprecipitaciones. IB, anticuerpo utilizado para
inmunoblotting; 1P, anticuerpo utilizado para inmunoprecipitacion.

Estos resultados demuestran que ademas del dominio de unién a PDZ candnico que se
encuentra en el extremo C-terminal, hay una secuencia interna de union a PDZ que se encuentra en
el extremo N-terminal del canal Navl.5, que media la union de este canal con la al-sintrofina. Los
analisis hechos mediante electrofisiologia y co-inmunoprecipitacion demuestran que la unién a a/l-
sintrofina viene determinado tanto por la serina en posicion 20 como por los tres ultimos

aminoacidos del canal Navl.5 (SIV).
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Discusion
1. EFECTOS DE LA EXPRESION DE Navl.5-p SOBRE LOS CANALES Kir2.x

1.1. La expresion de Nav1.5-p incrementa I, € Ixir22 pero no Iki3

Los resultados de la presente tesis Doctoral demuestran que los canales Navl.5 asociados a la
subunidad auxiliar NavB1.1 modulan positivamente las densidades de la ki1 y de la ki pero no
de la Ikir 3. Més aun, los canales Nav1.5-f no aumentan la densidad de las corrientes generadas por
los canales heterotetraméricos en los que las subunidades Kir2.3 estan presentes (Figura VI.1). Los
resultados demostraron ademas que los canales Kir2.1 y Kir2.2 co-inmunoprecipitan con los Nav1.5
y que los canales Kir2.1 y los Nav1.5 co-localizan en miocito cardiacos de rata. Por el contrario, los
canales Kir2.3 no co-inmunoprecipitan con los Navl.5. El mecanismo por el cual la presencia de
una subunidad Kir2.3 en el tetrdmero impide la interaccion entre los canales Kir2.1, Kir2.2 y
Navl.5 se desconoce actualmente. Pudiera ser que las subunidades Kir2.3 ejercieran un efecto
“dominante negativo” de una forma desconocida hasta el momento y que precisaria de un analisis
en el futuro. Tanto in vitro como in vivo se ha demostrado ampliamente que los distintos clones de
proteinas Kir2.x son capaces de heterotetramerizar para formar canales funcionales (Preisig-Miiller
y cols., 2002). Los heterotetrdmeros, presentan diferentes propiedades tanto biofisicas como
farmacologicas respecto a los homotetrameros y éstas, a su vez, dependen de qué tipo de
subunidades estan presentes en el canal (Preisig-Miiller y cols., 2002; Caballero y cols., 2010a;
Amoro6s y cols., 2013; Gémez y cols., 2014; Scherer y cols., 2016). Asi por ejemplo en la presente
tesis Doctoral se ha demostrado que la cinética de activacion de los heterotetrameros que contienen
subunidades Kir2.3 es significativamente mas lenta que la de los Kir2.1/2.3. Este fendémeno se debe
a la lenta cinética de desunion de las poliaminas de su receptor en las subunidades Kir2.3 (Panama y
Lopatin, 2006). Con respecto a las propiedades farmacoldgicas se ha demostrado que tanto la
flecainida como la propafenona aumentan la Ix; cuando ésta es generada por homotetrameros de
canales Kir2.1 (Caballero y cols., 2010; Gomez y cols., 2014). La selectividad del efecto se debe a
que el sitio receptor para estos farmacos antiarritmicos viene determinado por el residuo Cis de la
posicion 311 risiduo que es una Ala tanto en canales Kir2.2 como Kir2.3. De hecho, para que se
produzca el efecto es imprescindible la presencia de cuatro sitios receptores en las cuatro
subunidades Kir2.1 y, por tanto, ni la flecainida ni la propafenona aumentaban la corriente generada
por heterotetrameros aunque estuviesen presentes subunidades Kir2.1 (Caballero y cols., 2010;
Goémez y cols., 2014). Estos resultados ponian de manifiesto la importante cooperatividad positiva
que se produce entre las subunidades Kir2.x cuando forman canales. Sin embargo, la fosforilacion a

través de la isoforma B de la proteina cinasa C inhibe las corrientes generadas tanto por
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homotetrameros como por heterotetrameros en los que participan canales Kir2.2 (Scherer y cols.,
2016). Por ultimo, y mas importante alin, lo que diferencia a los distintos homo- y heterotetrameros
de canales Kir2.x es su localizacion preferente en las distintas camaras cardiacas, lo cual determina
las implicaciones fisiopatologicas de los hallazgos de la presente Tesis Doctoral como se verd mas

adelante.

> I Ikir2.x

Subunidad Subunidad Subunidad
Kir2.1 Kir2.2 Kir2.3

FiguraVI.1. La modulacién reciproca Kir2.x-Navl.5 solo se produce en canales Kir2 con subunidades
Kir2.1/Kir2.2. El aumento de la densidad de la Ix;» producido por la coexpresion de Navl.5 con los tetrameros de
Kir2.x no sucede cuando los canales contienen al menos una subunidad de Kir2.3.

2. PAPEL DEL DOMINIO DE UNION A PDZ DE LOS CANALES Kir2.x

2.1. La modulacion reciproca positiva de los canales Kir2.x depende del motivo de union a

PDZ (SEI)

Milstein y cols. habian sugerido que para que se produjera la modulacion reciproca positiva

entre canales Nav1.5-B y Kir2.1 ambos canales debian interaccionar con una proteina de dominio
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PDZ (Milstein y cols., 2012). Nuestros resultados demostraban que efectivamente aquellos canales
cuya funcion se modulaban reciprocamente interaccionaban entre si puesto que co-localizaban y co-
inmunoprecipitaban, asi que era posible que dicha relacion estuviera mediada a través de proteinas
de dominio PDZ. Dado que la interaccion de los dominios de union a PDZ y los dominios PDZ es
altamente selectiva y depende de la secuencia de los dominios de union exploramos las diferencias

en los dominios de union a PDZ entre canales Kir2.x.

Como se puede observar en la Figura V1.2 los dominios de unién a PDZ de Kir2.1 y Kir2.2 son
idénticos (SEI), siendo el de los canales Kir2.3 diferente (SAI), nuestra hipotesis fue que esta
diferencia en secuencia de los dominios de union a PDZ podria ser la responsable de que Nav1.5 no
pueda incrementar la densidad de corriente de Kir2.3. Efectivamente, al realizarse experimentos con
canales Kir2.x mutantes para el dominio de union a PDZ, se demostr6 que el intercambio del
dominio de unién a PDZ de los canales Kir2.3 por el de los canales Kir2.1-2.2 (Kir2.3 p.A444E)

permitia que los canales Kir2.3 fueran modulados positivamente por los canales Nav1.5-f.

INTERACCION
SAP97 al-sintrofina

LEPRPLRRESEI
LEQRPYRRESEI
LDNISYRRESAT
LEQRPYRRGSET
EGSALSVRISNV
KPKFSISPDSLS

TFRGLMKRRSSV
GKDQSGEVLSSV

*

Figura VIL.2. Secuencias de unién a dominios PDZ de diferentes canales humanos y su capacidad de interacciéon
con SAP97 y al-sintrofina. Se puede apreciar el alineamiento de secuencias de los tltimos 12 aminoacidos de los
extremos C-terminal de cada canal. p.0, Gltimo aminoacido antes del carboxi terminal; (+) Se ha demostrado interaccion
con la proteina PDZ; (-) Se ha demostrado que no hay interaccion con la proteina PDZ; (+/-) No hay o es muy débil la
interaccion con la proteina PDZ; (?) Se desconoce si hay o no interaccion. [Datos adaptados de Leonoudakis y cols.,
2001, 2004a, 2004b; Neely y cols., 2001]
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Mas aun, cuando sustituimos el dominio de uniéon a PDZ de los canales Kir2.1 y Kir2.2 por el
de los canales Kir2.3 (Kir2.1 p.E426A y Kir2.2 p.E432A) los canales Kir2.1 y 2.2 no podian ser
modulados positivamente por los Navl.5-f. Resaltar también, que el intercambio de la secuencia
lineal de los dominios de unidon a PDZ entre canales Kir2.1/2.2 y Kir2.3, permitia que los canales
Kir2.3 A444E co-inmunoprecipitasen, mientras que los , Kir2.1 p.E426A y Kir2.2 p.E432A dejasen

de hacerlo con lo con los canales Navl.5.

Los experimentos de mutagénesis dirigida demostraron que el aminoacido que resultaba critico
era el antepenultimo (p.1) del dominio de uniéon a PDZ. El dominio de uniéon a PDZ de los canales
Kir2.x es de tipo I puesto que el antepenultimo residuo (p.2) es Ser (Beuckelmann y cols., 1993). Se
ha demostrado que el reconocimiento especifico de las secuencias lineales cortas por parte de los
dominios PDZ depende fundamentalmente de los residuos p.0 y p.2, mientras que el papel de p.1,
no parece tan relevante. Por tanto, resulta algo llamativo que la selectividad del efecto de
potenciacion por parte de los canales Navl.5 dependa de la presencia del residuo Glu en posicion
p-1 en los canales Kir2.x. Sin embargo, ya hay datos previos que indican de que algunos dominios
PDZ presentan selectividad preferente por ciertos dominios de uniéon a PDZ en funcion de los
aminoacidos presentes en las posiciones p.1 y p.3 (Karthikeyan y cols., 2001). Mas aln, cada vez
resulta mas evidente que la secuencia de los aminoacidos inmediatamente precedentes al dominio
lineal de unién a PDZ modula de forma critica la afinidad y la selectividad de la union. En este
sentido, es importante resaltar que los residuos que anteceden al dominio de uniéon a PDZ de los
canales Kir2.3 son bastante distintos de los presentes en Kir2.1 y Kir2.2. Por el contrario, estos

residuos son idénticos en canales Kir2.1 y Kir2.2 (Figura VI.2).

2.2. La al-sintrofina interacciona con los canales Kir2.1-2.2, pero no con Kir2.3

Los resultados confirmaban la propuesta hecha por Milstein y cols de que la modulacion
reciproca positiva entre canales Kir2.1 y Navl.5-f implicaba la unién de el/los canales a una
proteina de dominio PDZ. De hecho, estos autores sugerian que dicha proteina era SAP97. Sin
embargo, a la luz de nuestros resultados no parecia que la candidata pudiera ser SAP97 puesto que
datos previos habian demostrado que las tres isoformas de canales Kir2.x (incluida Kir2.3) se unen
a SAP97 (Leonoudakis y cols., 2001, 2004a y 2004b; Vikstrom y cols., 2009). Mas aun, nuestros
experimentos de co-inmunoprecipitacion llevados a cabo en tejido auricular humano confirmaron
que los canales Kir2.3 coinmunoprecipitan con SAP97 y, a la inversa, que SAP97

coinmunoprecipita con SAP97. Los resultados obtenidos con los canales Kir2.1 en los que se
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sustituia el dominio lineal SEI por SSV fortalecieron nuestra hipotesis. SSV es la secuencia del
dominio de unién a PDZ presente en los canales TASK y Acuaporina-4 (Figura V1.2) y no permite
la unién de dichas proteinas a SAP97 pero si a la al-sintrofina (Leonoudakis y cols., 2001; Neely y
cols., 2001). Los resultados demostraron que los canales Kir2.1 SSV eran modulados positivamente
por los canales Nav1.5, lo que apoyaba nuestra hipdtesis de que la modulacion reciproca positiva no

dependia de la union de canales Nav1.5 y Kir2.1/2.2 a SAP97.

Buscabamos por tanto una proteina con dominio PDZ a la que se pudieran unir tanto canales
Kir2.1 como Kir2.2 y Navl1.5, pero no los canales Kir2.3. Los experimentos con el mutante Kir2.1-
SSV sugerian que, entre otras, la al-sintrofina podria ser una buena candidata. Efectivamente habia
datos que sugerian que los canales Kir2.3 presentaban una menor afinidad por la al-sintrofina que
los Kir2.1-2.2 (Leonoudakis y cols., 2004a). Los experimentos de co-inmunoprecipitacion en
lisados ventriculares de rata y raton demostraron que los canales Kir2.1/2.2 interaccionan con la al-
sintrofina mientras que los Kir2.3 no lo hacen. Mas ain mediante experimentos de mutagénesis
dirigida y co-inmunoprecipitacion demostramos que los canales Kir2.3 no pueden unirse a la al-
sintrofina porque su dominio lineal de unién a PDZ no tiene afinidad por el dominio PDZ de dicha
proteina de anclaje. Asi, los canales Kir2.1 p.E426A no interaccionan con la al-sintrofina mientras
que los canales Kir2.3 en los que su residuo Ala se ha sustituido por el Glu que aparece en canales

Kir2.1/2.2 (A444E) si lo hacen.

Como se ha mencionado pequefias variaciones en la secuencia tanto del dominio PDZ como del
ligando lineal puede alterar drasticamente tal interaccién con los dominios PDZ (Doyle y cols.
1996; Songyang y cols. 1997; Schultz y cols., 1998; Gee y cols., 2000; Liu y cols., 2007; Kalyoncu
y cols., 2010; Shy y cols 2014). Como se puede apreciar en la Figura VI.3B los dominios PDZ
generan un bolsillo hidrofébico en el que se inserta el ligando y éste interacciona principalmente
con la hélice aB y el lazo BA-BB (GLGF para SAP97 o GLGI para sintrofina) del dominio PDZ
(Gee y cols., 2000; Liu y cols., 2007; Kalyoncu y cols., 2010). En la Figura VI.3C se puede apreciar
coémo los residuos BB1 y CA1 de los dominios PDZ de sintrofina y SAP97, son distintos para al-
sintrofina (I y F, respectivamente) y SAP97 (F e I/L, respectivamente).
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A BA BB

o
BAD AVG GOOD —y

SINTROFINA LLLUhRRVT ADAGGLQISIKGARENK [LISKIJKGLAADU;EAL
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SINTROFINA : HDEAVQVLKKTGHVVL -EVHYMKDVS
SAP97pdz1 RDVIHSKAVEALKEAGYIVRLYVKRRKPVS
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SAP97pdz3 : RAAJHEQAAAALKNAGQAVT IVAQYRPEEY

® ek ol . *
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Bolsillo hidrofébico . Bolsillo hidrofébico p.1 B. hidrofébico p.2 B. hidrofébico

Residuo AB6 pB1 BB3 aB5 aB8 AB7 BB1 pB2 BC5 CA1 aB1 aB2 aB5 BB2 BB4 BC4 BCS

SAP97_PDZ1 K I ALA/GLU K
SAP97_PDZ2 K I ALA/GLU K

T
T
SAP97_PDZ3 L ALA/GLU S
a1-SINTROFINA F GLU S

Figura V1.3. La variacion de la afinidad de al-sintrofina y SAP97 por distintos péptidos depende de la secuencia
de los dominios PDZ. (A) Alineamiento y estructura secundaria de los dominios PDZ de sintrofina (1) y SAP97 (3).
Flechas amarillas, lamina B; barras azules, o hélice. (B) Representaciones de las estructuras de los dominios PDZ de
sintrofina y PDZ2 de SAP97 formando complejos con un ligando (secuencia de union a dominios PDZ). (C) Posicion
de los residuos de los dominios PDZ de sintrofina y SAP97 cuya interaccion con los péptidos asociados ha sido
predicha. Asignacioén de colores: residuos basicos (azul), residuos acidos (rojo), residuos hidrofobicos (negro), residuos
sin carga (verde). Todos los residuos de la figura C estdn conservados en diferentes especies (rata, raton, hamster, y
hombre) [Adaptadas de Doyle y cols., 1996, Songyang y cols., 1997, Kalyoncu y cols., 2010; Liu y cols., 2007]

3. PAPEL DE al-sintrofina y SAP97 EN LA MODULACION RECIPROCA POSITIVA DE
Kir2.x-Navl.5

3.1. La al-sintrofina es la responsable de 1a modulacion reciproca positiva de Kir2.x-Nav1.5
Los datos expuestos hasta el momento permitian concluir que los canales que presentan
modulacion funcional reciproca (Kir2.1, Kir2.2, y Navl.5) interaccionan entre si y con la al-

sintrofina. Por el contrario, los canales que no presentan modulacion funcional reciproca (Kir2.3 y

Navl.5) ni interaccionan entre si ni con la al-sintrofina, aunque si lo hagan con SAP97. La
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confirmacion de que la union a la al-sintrofina era la que determinaba la modulacién reciproca
funcional la obtuvimos del estudio electrofisiologico en células en las que o la al-sintrofina o
SAP97 habia sido silenciada. El silenciamiento tanto de SAP97 como de al-sintrofina en células
CHO disminuia la densidad de las corrientes /i1 ¥ Inavis- Tal y como se discutird mas adelante,
estos resultados confirman los descritos por otros autores, demostrando que ambas proteinas de
anclaje determinan la presencia de los canales Navl.5 en la membrana de los miocitos cardiacos
(Petitprez y cols., 2011; Milstein y cols., 2012). Por lo que respecta a Kir2.1, existian datos previos
demostrando su interaccion con ambas proteinas pero no la importancia funcional de la unién a
ellas (Vaidnayathan y cols., 2010; Milstein y cols., 2012). Mas importante atin, nuestros resultados
demuestran que en miocitos cardiacos en los que la al-sintrofina habia sido silenciada mediante un
shRNA especifico vehiculado en una particula lentiviral que las densidades de la In, y la Ik
disminuyen significativamente. Estos datos son la primera demostraciéon de que en el miocardio la
presencia de canales Kir2.1 en la membrana depende de la union a la al-sintrofina.

En las células CHO en las que SAP97 habia sido silenciada la modulacién reciproca positiva
entre canales Navl.5 y Kir2.1 persiste, por el contrario, el silenciamiento de la expresion de al-
sintrofina suprime completamente la modulacion reciproca positiva para las dos corrientes. Estos
experimentos demostraban que la al-sintrofina es la responsable de la interaccion entre canales

Navl1.5 y Kir2.1/2.2 que da lugar a su modulacién funcional reciproca.

3.2. Los canales Kir2.1 y Navl.5 forman complejos macromoleculares en la membrana

Se sabe que en cardiomiocitos el canal Navl.5 forma macrocomplejos moleculares con
diferentes proteinas (canalosomas) en distintas regiones subcelulares. Mediante estudios de
immunofluorescencia, se demostrd que existen al menos dos poblaciones de canales Nav1.5 en dos
regiones subcelulares distintas: una en las membranas laterales y otra en los discos intercalares
(Maier y cols., 2004; Petitprez y cols., 2011; Shy y cols., 2013). Ademas, el canal Navl.5
interacciona con distintas proteinas en cada localizacién. Asi, en la membrana lateral, Navl.5 se
asocia con el complejo sintrofina/distrofina (Petitprez y cols., 2011; Shy y cols., 2014). Los canales
Navl.5 localizados en los discos intercalares parecen interaccionar con multitud de proteinas que
incluyen la Cx43, la pkp2, la anquirina G, y SAP97 (Sato y cols., 2011; Petitprez y cols., 2011;
Noorman y cols., 2013; Makara y cols., 2014; Cerrone y cols., 2014.

Asimismo, varios estudios sugieren que SAP97 colocaliza con los canales Kir2.1 y Kir2.2 en
los tibulos T, y con Kir2.1 y Kir2.3 en discos intercalares (Vikstrom y cols., 2009; Vaidyanathan y
cols., 2010; Milstein y cols., 2012).
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Es decir, que nuestros datos, y los publicados por otros autores previamente, sugerian que los
canales Navl.5 y Kir2.1 podrian estar formando complejos en la membrana en los que estuvieran
interaccionando entre si. Sugerian por tanto que, al menos en algunas localizaciones, los canales
Navl.5 y Kir2.1 podrian formar parte de un unico canalosoma. Los ensayos de ligamiento por
proximidad (PLA) han demostrado en primicia que, efectivamente, en los miocitos ventriculares de

rata, los canales Navl1.5 y Kir2.1 estan separados por una distancia inferior a 40 nm.

4. LOS CANALES Kir2.x y Navl.5 NO INTERACCIONAN EN LA AURICULA HUMANA

4.1. Implicaciones fisiopatoldgicas de la interaccion entre canales Kir2.1/2.2 y Navl.5

Los canales homotetraméricos formados por las subunidades Kir2.1 son probablemente los
principales responsables de generar la /x; en miocitos ventriculares humanos (Gaborit y cols., 2007)
(Wang y cols., 1998; Lopatin y Nichols, 2001; Gaborit y cols., 2007; Anumonwo y Lopatin, 2010),
Por el contrario, en el tejido auricular humano la presencia de las proteinas Kir2.2 y Kir2.3 es
significativamente mayor que en el tejido ventricular (Gaborit y cols., 2007). De hecho, las
caracteristicas biofisicas (intensidad de la rectificacion y cinética de activacion) y farmacoldgicas de
la /x; auricular humana demuestran que en los canales que la generan aparecen subunidades Kir2.3
(Caballero y cols., 2010a, Amoroés y cols., 2013, Gémez y cols., 2014)

La selectividad en la modulacion funcional positiva entre los canales Kir2.1/2.2 con Navl.5
pero no con los Kir2.3, podria tener implicaciones fisioldgicas, asi como consecuencias clinicas.
Basandonos en nuestros resultados planteamos la hipdtesis de que en la auricula humana no existira
una modulacidn reciproca positiva entre la Iy, y la Ix;. Como se ha mencionado en la introduccion,
como consecuencia del remodelado eléctrico que caracteriza a la FAC, en tejido auricular se
produce un aumento significativo de la densidad de la Ix; (Voigt y cols., 2010; Gonzalez de la
Fuente y cols., 2013) que es debido al incremento de la expresion de canales Kir2.1 y Kir2.3 (Voigt
y cols., 2010; Martins y cols., 2014). Confirmando nuestra hipdtesis, los resultados de la presente
Tesis Doctoral demostraron en miocitos auriculares procedentes de pacientes con FAC que el
aumento de la densidad de la /x; no se acompana de un aumento de la densidad de la /y,. Mas aun,
hemos confirmado en muestras auriculares humanas que los canales Kir2.3 se unen con alta
afinidad a SAP97 (Vikstrom y cols., 2009), pero que dicha unién no es condicion suficiente para la
regulacion entre Navl.5 y Kir2.3. De hecho, a pesar de la unioén de los canales Kir2.3 a SAP97 ni

modulan ni son modulados positivamente por los canales Nav1.5.
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Por el contrario, proponemos que cualquier cambio de expresion de los canales Nav1.5 o Kir2.1
en el tejido ventricular humano si se vera acompafiado de la modulacion reciproca de las corrientes
Ix; e In,, respectivamente. Tal seria el caso de pacientes con insuficiencia cardiaca terminal o con
cardiomiopatia dilatada, en los que se ha descrito que se produce una disminucion significativa de la
expresion de los canales Kir2.1 que es la responsable de la disminucion de la /x; ventricular
(Beuckelmann y cols., 1993; Koumi y cols., 1995a). También proponemos que en aquellos
pacientes que tienen sindromes arritmogénicos primarios debidos a mutaciones que producen la
pérdida de funcién de los canales Navl.5 o Kir2.1 (como el SBr o el SAT, respectivamente) se

producirad de forma concomitante una disminucién en la densidad de la Ik; o la Ix,, respectivamente.

5. PAPEL DE LOS EXTREMOS N- Y C-TERMINALES DE Navl.S SOBRE LA
MODULACION DE CANALES Kir2.x

Experimentos previos de pull-down utilizando el péptido que contenia los ultimos 66
aminoacidos del extremo C-terminal de Navl.5 fusionados con glutation-S-transferasa, sugerian
que los canales Navl.5 interaccionaban a través la secuencia lineal de union a PDZ (SIV) C-
terminal con la al-sintrofina (Gavillet y cols., 2006). Sin embargo, en la presente Tesis Doctoral
demostramos que los canales Navl.5 a los que se suprime dicha secuencia (Navl.SAPDZ)
inmunoprecipitan con la al-sintrofina, lo que sugiere que el canal de sodio cardiaco interacciona
con la al-sintrofina a través de un dominio complementario.

Hasta el momento, no se habia considerado que la region N-terminal de los canales Navl.5
interviniera en su interaccion con otras proteinas (Shy y cols., 2013). Clatot y colaboradores
demostraron que el péptido que forma el dominio N-terminal de los canales Navl.5 (de 132
aminoacidos) es capaz per se de aumentar la densidad de la Iy,. Estos autores postulaban que dicho
péptido podria ejercer acciones similares a las de las "chaperonas" promoviendo que los canales
Nav1.5 superen el sistema de control de calidad y alcancen la membrana plasmatica (Clatot y cols.,
2012). Nuestros resultados, han demostrado tanto en sistemas de expresion heterélogos como en
miocitos ventriculares de rata, que el dominio N-terminal del canal Nav1.5 aumenta la densidad no
solo de la I, sino también de la Ix;. Es muy importante destacar que el aumento de densidad era
idéntico al producido por el canal Navl.5 completo, lo que sugeria que el efecto chaperona
producido por el dominio N-terminal era responsable del la modulacion positiva producida por los
canales Nav1.5. Mas atn, el aumento de la /x; producido por el dominio N-terminal s6lo aparece en

el caso de que no haya subunidades Kir2.3 en los canales que generan la /x;. Este resultado sugeria
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INavi s Ikir2.1/2.2

Nj \c NJ/ &l? Nter Nav1.5

Kir2.1/2.2 Nav1.5 (132aa)

Figura VI.4. Resumen de los experimentos de modulacién reciproca entre Navl.5, Kir2.1/2.2 y el Nter. [zquierda,
efectos sobre la Iy,s5. Derecha, efectos sobre la Ixini.25. T, aumento de la densidad de corriente respecto a la
transfeccion del canal solo. =, no se produce ni aumento ni disminucién de la densidad de corriente respecto a la
transfeccion del canal solo. Nter, péptido con los 132 primeros aminoacidos de Nav1.5.

que so6lo eran modulados de forma positiva aquellos canales (Kir2.1, Kir2.2, Nav1.5) que podian
unirse a la al-sintrofina. De hecho, los canales Navl.5APDZ, que si modulan positivamente a los
canales Kir2.1 y Kir2.2, no eran modulados positivamente ni por Kir2.1 ni el péptido N-terminal

(Figura V1.4).
6. DETERMINANTES MOLECULARES DEL “EFECTO CHAPERONA” DEL Nter
La selectividad e intensidad del efecto chaperona producido por el N-terminal hacia sospechar

que era idéntico al producido por el canal Nav1.5 completo. Por tanto, cabia sospechar que también

fuera mediado por la unidon del N-terminal a la al-sintrofina. El andlisis de la secuencia del péptido
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Figura VLS. El extremo Nter de Nav1l.5 parece contener una secuencia interna de union a dominios PDZ donde
la serina en posicion 20 juega un papel fundamental en la unién a al-sintrofina. (A) Prediccion de la estructura
secundaria del extremo N-terminal de Nav1.5 realizada con la aplicacion psipred. En rojo serina 20, en verde prediccion
de estructura en a-hélice dentro de la que se encuentra la Ser20. (B) Alinecamiento de diferentes canales Navl.x
humanos. Todos tienen la Ser20 (rojo) y la secuencia predicha para a-hélice (verde) que rodea este aminoacido esta
altamente conservada. Todos los canales Navl.x exceptuando las isoformas Navl.l, 1.3 y 1.8 poseen dominios de
unién a PDZ en el C-terminal (azul). (C) Alineamiento de los extremos N- y C-terminal de Nav1.5. (D) Descripcion
esquematica de las interacciones entre los dominios PDZ de la sintrofina y la nNOS. /(D) Adaptada de Hillier y cols.,
1999]

identifico una secuencia de aminoacido (18-RESLA-22) que mantenia un enorme grado de
homologia con la secuencia lineal de uniéon a dominios PDZ del extremo C-terminal de Navl.5
(Figura VI.5C). La combinacion de experimentos de mutagénesis dirigida con los de
electrofisiologia identifico que la Ser en posicion 20 es critica para el “efecto chaperona” (Figura
V1.4 y VL.5A). Esta serina es “equivalente” a la serina en posicion 2 (p.2) en los dominios C-
terminales de unién a PDZ tipo I (Ivarsson, 2012) (Figura VI.5C). Lo que sugeria que formaba parte
de un dominio de union a PDZ no C-terminal y, por lo tanto, no candnico.

Para demostrar la existencia de ese dominio de union a PDZ "interno" en la regién N-terminal

del canal construimos el mutante Nav1.5 p.S20A. Los resultados demostraron que dicho mutante es
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incapaz de modular positivamente la densidad de la /i1 a pesar de que puede unirse a través de su
dominio lineal C-terminal a la al-sintrofina. De hecho, Nav1.5 p.S20A co-inmunoprecipitaba con
la al-sintrofina. A continuacion, introdujimos la mutacion p.S20A en canales Navl.SAPDZ. Los
resultados demostraron que este mutante es incapaz de co-inmunoprecipitar con la al-sintrofina. la
presencia de este dominio no canénico de unién a dominios PDZ explicaria porqué los canales
Nav1.5APDZ seguian co-inmunoprecipitando con la al-sintrofina en ausencia de la secuencia C-

terminal.

Con todos estos datos el modelo que proponemos, y que ha sido recogido en el editorial que
comentaba nuestro trabajo (Abriel y Mohler, 2016) (Figura V1.4 y V.6), considera que los canales
que pueden unirse a través de su extremo C-terminal a la al-sintrofina (Navl.5, Kir2.1, y Kir2.2
que hayamos demostrado) son modulados positivamente por la uniéon del dominio N-terminal del

canal Nav1.5 (Ser20) a la al-sintrofina. Esto implica que todos los canales de la familia Nav1l.x que

al-sintrofina @ @

al-sintrofina

a1-sintrofina
distrofina

Figura V.6. Papel clave de la al-sintrofina en la mediacion de la interaccién y modulacién reciproca Kir2.1-2.2
(pero no Kir2.3) y Navl.5. La al-sintrofina, a través de su dominio PDZ, se une a los canales Kir2.x y Navl.5 a través
de las secuencias C-terminales canonicas, RESEI y RESIV, respectivamente. Los resultados revelan una secuencia no
canodnica de union a dominios PDZ (RESLA) en el dominio N-terminal de Nav1.5. Los detalles moleculares acerca de
como la uniéon de la al-sintrofina a los diferentes dominios de dichos canales puede permitir su interaccion y
regulacion, asi como la estequiometria de tal macrocomplejo molecular son todavia desconocidos. [Adaptada de Moler
v Abriel, 2016]
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presentan en la posicion equivalente la Ser20 serian capaces de modular positivamente los canales
Kir2.1-2.2, pero los canales Kir2.1-2.2 no serian capaces de modular Navl.1, Navl.3 y Navl.§,

pues no poseen el dominio de uniéon a PDZ canoénico en el extremo C-terminal (Figura VI.5B).

6.1. Caracteristicas de la secuencia de union a PDZ presente en el dominio N-terminal de

Navl.5

Datos obtenidos con diversas proteinas que presentan afinidad por los dominios PDZ,
incluyendo canales i6nicos como hKvl.5 (Eldstrom y cols., 2003; Mathur y cols., 2006),
demuestran que la fosforilacion de residuos Ser (asi como los Thr y Tyr) impide que se produzca la
interaccion con el dominio PDZ (Ivarsson, 2012). Los programas informdticos que permiten la
prediccion de los residuos susceptibles de ser fosforilados sugieren que la Ser20 no es un residuo
fosforilable por la PKA, pero si por la PKC, aunque en comparacion con otros residuos del canal
Navl.5 la probabilidad de que resultara fosforilada era muy baja. Por otro lado, en un estudio in
vitro utilizando espectrometria de masas, la Ser20 resultaba ser un sitio de posible fosforilacion por
la CaMKII, pero este hecho no ha sido confirmado funcionalmente (Herren y cols., 2015). Por
tanto, parece poco probable que la fosforilacion del residuo Ser20 impida la unién del canal a la al-
sintrofina. Cabe destacar por ultimo, que la proteina Nav1.5 no presenta ningun sitio de escision por
proteasas que permitiera que quedara libre la secuencia del dominio de unién a PDZ que convirtiera
este "dominio interno" en un dominio C-terminal de union a PDZ.

Como se ha mencionado una peculiaridad de la secuencia presente en el dominio N-terminal de
Navl.5 capaz de unirse a la al-sintrofina es que carece de grupo carboxilo libre (Figura VI.5C).
Como se ha mencionado en el apartado de "Introduccion" el grupo carboxilo libre estabiliza la
union de la secuencia lineal en el dominio PDZ. Algunas proteinas PDZ pueden también unirse a
dominios de unién a PDZ “internos” si éstos forman parte de una estructura primaria o secundaria
que sea estéricamente compatible con la hendidura del dominio PDZ (Shieh y Zhu, 1996; Xia y
cols., 1997; Hillier y cols., 1999; Paasche y cols., 2005) (Figura VI.5). Utilizando un programa para
la prediccion de la estructura secundaria de las secuencias proteicas (psipred; Jones, 1999) se
observé que la secuencia de unidon a PDZ del Nter puede encontrarse en medio de una estructura en
a-hélice (Figura VI.5A), aunque no se ha podido cristalizar el extremo Nter de Nav1.5 para poder
confirmar esta hipotesis. Es importante destacar que entre los pocos ejemplos de proteinas PDZ
capaces de unir dominios lineales sin restos carboxilo terminales se encuentra la al-sintrofina. Asi,
en musculo esquelético la nNOS se une al dominio PDZ de la sintrofina a través de un dominio de

union a PDZ localizado en el dominio N-terminal que consta de una horquilla  (residuos 100-130)
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(Hillier y cols., 1999) (Figura VI.5D). En este caso, el grupo carboxilo terminal es reemplazado por
un giro P al final de la horquilla B de la nNOS (Hillier y cols., 1999). Los receptores de Endotelina
Tipo A también presentan un dominio interno de unién a PDZ, cuya estructura secundaria es
parecida a la del giro B de la nNOS y que parece actuar como una sefial de reciclaje endocitico
(Paasche y cols., 2005). Asimismo, ha sido también propuesto que los canales neuronales Nav1.8 se
unen a Pdzd2, una proteina con multiples dominios PDZ, por medio del lazo intracelular entre los

dominios II y III del canal (Shao y cols., 2009).

6.2. Localizacion del canalosoma Nav1.5-Kir2.1/2.2

Como se ha mencionado, los canales Navl.5 forman agregados que estan confinados en
nanodominios funcionales (Bhargava y cols., 2013) ya sea en los discos intercalares (Sato y cols.,
2009; Petitprez y cols., 2011; Makara y cols., 2014; Agullo-Pascual y cols., 2014) o en membrana
lateral (Gavillet y cols., 2006; Shy y cols., 2014). Esta ultima comprende las invaginaciones de
membrana denominadas “Tubulos T” y las crestas. De hecho, el conjunto de canales Navl.5
localizados en las crestas interacciona con el el complejo de proteinas asociadas a la distrofina a
través de la interaccion directa con la al-sintrofina y estd involucrado en la propagacion
longitudinal y transversal del impulso cardiaco (Gavillet y cols., 2006; Shy y cols., 2014). Se ha
demostrado que el extremo C-terminal de union a dominios PDZ de Nav1.5 es fundamental para la
expresion de Navl.5 en las crestas pero no en los discos intercalares (Shy y cols., 2014). Asimismo,
los registros de la Inayis en "macroparches" mostraban una disminucion de un 60% en la Iy,
registrada en la membrana lateral de miocitos de raton que expresaban los canales Navl.SAPDZ
(Shy y cols., 2014). Podria especularse que el 40% restante de la Iy, es generada por los canales
Navl.5 que interaccionan con la al-sintrofina a través del dominio de unién a PDZ del N-terminal.
Ademas, los miocitos de raton que expresaban Nav1.SAPDZ presentaban una densidad de la Ik
similar a la generada en miocitos procedentes de raton WT (Shy y cols., 2014). Estos resultados
concuerdan con los presentados en esta Tesis Doctoral (Figura V.45) en el sentido de que los
canales Nav1.5APDZ pueden incrementar la densidad de la ki1 de la misma forma que los canales
Navl.5 WT, puesto que estos mutantes tienen el extremo N-terminal intacto. Nuestra hipdtesis, en
consecuencia, es que los canales Nav1.5 cuya expresion es modulada positivamente por los canales
Kir2.1-2.2 son aquellos que estan unidos a al-sintrofina en la membrana lateral de los miocitos muy
probablemente agrupados en las crestas. Es probable, por tanto, que los canales Navl.5 y los
Kir2.1/2.2 estén formando canalosomas conjuntos en las crestas de la membrana de los miocitos

cardiacos donde coordinen la excitabilidad y refractariedad cardiacas.
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RESUMEN

Las interacciones In, - Ix; son importantes en la estabilizacion y control de la frecuencia de los
rotores que son responsables de las arritmias fibrilatorias (Noujaim y cols., 2007b). Por lo tanto, la
interaccion intermolecular reciproca de los canales Kir2.1/2.2 y Navl.5 tiene profundas
consecuencias en el control de la excitabilidad cardiaca en condiciones fisiologicas y en la

estabilizacion de los frentes de reentrada espirales que generan las arritmias fibrilatorias.

En esta Tesis Doctoral proporcionamos nuevos conocimientos a cerca de las interacciones
moleculares de los canales que generan la Iy, y la Ix;. Asimismo, proponemos que la interaccion
Kir2.x/Nav1l.5 estd limitada a los miocitos ventriculares. Por ultimo, hemos demostrado el papel
critico que juega la Ser20 del dominio N-terminal de los canales Navl.5 y la al-sintrofina en la
modulacion reciproca de los canales Navl.5 y Kir2.1/2.2 (Figura V.6). Los detalles moleculares
acerca de como la unién de la al-sintrofina a los diferentes dominios de dichos canales puede
permitir su interaccion y regulacion, asi como la estequiometria de tal macrocomplejo molecular

son todavia desconocidos y deberan esclarecerse en el futuro.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en la presente TESIS DOCTORAL en sistemas de expresion
heterdlogos, miocitos ventriculares de rata y miocitos auriculares humanos nos han permitido

obtener las siguientes CONCLUSIONES:

1) En la membrana de los miocitos cardiacos, los canales Navl.5 y Kir2.1 se encuentran a una
distancia menor de 40 nm, lo que sugiere que interaccionan entre si formando parte de un mismo

canalosoma.

2) La expresion de los canales Navl.5 aumenta la densidad de la corriente generada por homo- y
heterotetrameros de canales Kir2.1 y Kir2.2, pero no la generada por homo- o heterotetrameros de

canales Kir2.3.

3) En los miocitos auriculares humanos, el aumento de la /x; producido por la fibrilacion auricular
no se acompafia de un aumento de la /n,. Este resultado se explica por la presencia de canales
Kir2.3 en el tejido auricular humano. Por tanto, proponemos que la modulacién reciproca positiva

entre la I, y la Ik se producira exclusivamente en el tejido ventricular.

4) La modulacion reciproca positiva depende de forma critica de la union de los canales Kir2.x y
Navl.5 a través de sus dominios lineales de union a PDZ, a la proteina de anclaje al-sintrofina.
SAP97, si bien controla la expresion y/o funcion de los canales Kir2.x y Navl.5, no participa en su

modulacién reciproca positiva.

5) Los canales Nav1.5 pueden interaccionar con la al-sintrofina a través de dos secuencias de union
a dominios PDZ: una candnica, localizada en el extremo C-terminal y otra “interna”, que carece de
residuo carboxilo libre, localizada en el dominio N-terminal y en la que la serina en posicion 20 es

critica.

6) El dominio N-terminal del canal Nav1.5 per se ejerce efecto “chaperona” uniéndose a través de
su secuencia de union a PDZ "interna" a la al-sintrofina. Los canales que pueden unirse a la al-
sintrofina (Kir2.1, Kir2.2 y Nav1.5 pero no Kir2.3) son capaces de ser modulados positivamente por

el dominio N-terminal de los canales Navl.5.
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CONCLUSIONS

The results of this DOCTORAL THESIS obtained in heterologous expression systems, rat
ventricular myocytes, and human atrial myocytes led us to get the following CONCLUSIONS:

1) Nav1l.5 and Kir2.1 channels are located at less than 40 nm apart from each other at the membrane
of cardiac myocytes, suggesting that they interact between them and form part of the same

channelosome.

2) Expression of Navl.5 channels increases the density of the current generated by Kir2.1 and

Kir2.2 homo- and heterotetramers, but not that generated by Kir2.3 homo- and heterotetramers.

3) In human atrial myocytes, the atrial fibrillation-induced increase of the Ix; is not accompanied by
an increase in the In,. This result can be explained by the presence of Kir2.3 channels in the human
atrial tissue. Therefore, we propose that the positive reciprocal modulation between the Iy, and the

Ik will be produced, exclusively, in the ventricular tissue.

4) The positive reciprocal modulation critically depends on the binding of both Kir2.x and Navl.5
channels through their lineal PDZ-binding domains, to al-syntrophin. SAP97, which controls the
expression and/or function of Kir2.x and Navl.5 channels, is not involved in their positive

reciprocal modulation

5) Navl.5 channels can interact with al-syntrophin through two PDZ-binding domain sequences.
The first one is the canonical sequence located at the C-terminus (SIV). The second one, or
“internal”, lacks the free carboxylate group and is located at the N-terminal domain and determined

by serine at position 20.

6) Navl.5 N-terminal domain per se exerts a “chaperone-like” effect by binding to al-syntrophin
through its internal PDZ-binding sequence. The channels that complex with al-syntrophin (Kir2.1,
Kir2.2 and Navl.5) are amenable to be positively modulated by the N-terminal domain of Navl.5

channels.
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&, constante dieléctrica de la membrana
Y: aminoécido hidrofébico
Aem: Longitud de onda de emision
Aex: Longitud de onda de excitacion
4-AP: 4-Aminopiridina
A: Superficie de membrana
aa: Aminoacido
A (Ala): Alanina
C (Cys): Cisteina
D (Asp): Acido aspartico
E (Glu): Acido glutamico
F (Phe): Fenilalanina
G (Gly): Glicina
H (His): Histidina
I (Ile): Isoleucina
K (Lys): Lisina
L (Leu): Leucina
M (Met): Metionina
N (Asn): Asparagina
P (Pro): Prolina
Q (GIn): Glutamina
R (Arg): Arginina
S (Ser): Serina
T (Thr): Treonina
V (Val): Valina
W (Trp): Triptdéfano
Y (Tyr): Tirosina
Acc. no.: Accession number. Referido al codigo
asignado a una secuencia de ADN o proteina
ACh: Acetilcolina
Ad: Adenovirus
AD: Auricula derecha
ADN: Acido desoxirribonucleico
ADNec: Acido desoxirribonucleico complementario
ADP: Adenosin difosfato
AKAP: Proteina de anclaje para la PKA
Al Auricula izquierda
ANOVA: Analisis de la varianza
(ANalysis Of VAriance)
ARAII: Antagonista del receptor de angiotensina 11

Abreviaturas

ARN: Acido ribonucleico

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

AsODN: Oligonucle6tidos antisentido
(Antisense oligonucleotides)

ATP: Adenosin trifosfato

AV: Auriculo-ventricular

BCA: Acido bicinconinico

BDM: 2,3-Butanodiona monoxima

BFA: Brefeldina A

BSA: Albumina de suero bovino
(Bovine serum albumin)

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

CaM: Calmodulina

CaMKII: Calcio calmodulina quinasa II

Cav3: Caveolina-3

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

Cp: Capacitancia de la membrana celular

CNIC: Centro Nacional de Investigaciones
Cardiovasculares Carlos II1

Co-IP: Coinmunoprecipitacion

cpl73Venus: Permutacion circular en el aa 173 de Venus

(Venus circular permutation 173)

COS: (CV-1 in Origin with SV40 genes). Referido a
células derivadas de fibroblastos de mono

C-terminal: Extremo carboxilo terminal de una
proteina

Cx43: Conexina 43

DAPC: Complejo asociado a distrofina
(Dystrophin-associated protein complex)

DCI: Desfibrilador cardioversor implantable

DCP: Dominio citoplasmatico

DE: Desviacion estandar

DHP: 1,4-Dihidropiridinas

DI: Discos intercalares

DIA: Dominio de interaccion o, del canal de Ca**

DIB: Dominio de interaccién B del canal de Ca*

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DN: Dominancia negativa

dsRNA:ARN de doble cadena
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(double stranded RNA)

DPA: Duracion del potencial de accion

DPCI: Defecto progresivo de la conduccion
intracardiaca

DPP: Proteinas dipeptidilpeptidasas

DPSSL: Laser de estado s6lido bombeado por diodos
(Diode-Pumped Solid-State Laser)

DVL2: (Dishevelled Segment Polarity Protein 2)

DTBP: 3,3-dithiobispropionimidato

DTM: Dominio transmembrana

DTX: Dendrotoxina

E: Potencial

ECL: Quimioluminescencia potenciada
(Enhanced ChemiLuminescence)

ECG: Electrocardiograma

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

Ex: Potencial de Nernst para el K

Ena: Potencial de Nernst para el Na”

E..: Potencial de membrana

EEM: Error estandar de la media

Endo: Endocardio

Epi: Epicardio

ET,: Receptor de endotelina-1

FA: Fibrilacion auricular

FAC: Fibrilacion auricular cronica

F: femenino (sexo del paciente)

F: Constante de Faraday (9.65-10* C/mol)

FITC: (fluorescein-isothiocyanate)
Referido al filtro utilizado para ver fluoresceina

FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos
(Fibroblast Growth Factor)

FP: Fibras de Purkinje

fs: Frame-shift. (Desplazamiento del marco de lectura)

FV: Fibrilacion ventricular

G: Conductancia

AG: Energia de Gibbs

GFP: Proteina fluorescente verde

(Green fluorescent protein)

GPDI1-L: Glycerol-3-Phosphate Dehydrogenase 1-Like
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GST: Glutathione S-Transferase

GTP: Guanosin trifosfato

GUK: Referido a dominio guanilato quinasa en SAP97

[H"]i: Concentracion intracelular de protones

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

HEK?293: Células embrionarias humanas de rifion

(Human Embrionic Kidney cells)

HEPES: Acido N-Hidroxietilpiperacina-N’-etanesulfonico

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

HMW: High molecular weight

hKir2.x: Kir2.x humano

hNav1.5: Navl.5 humano

hNavB1: Subunidad B1 del canal de sodio cardiaco
humano

HRP: Peroxidasa de rabano (horseradish peroxidase)

HTA: Hipertension arterial

HVA: High-Voltage Activated

I: Intensidad de corriente macroscdpica

i: Intensidad de corriente unitaria

Ic,: Corriente de entrada de Ca
Icay/ Icar: Ic, generada por canales tipo L/tipo T

ID: (interdomain linker loop)

IECA: Inhibidor de la enzima convertidora de
Angiotensina

I;: Corriente hiperpolarizante marcapasos
(“funny current”)

Ig: Inmunoglobulina

Ix,: Corriente de K con rectificacion interna

Iy acn: Corriente de salida de K™ activada por ACh

Ix_a1p: Corriente de K sensible a ATP

Ikinnx: Corriente de K generada por canales Kir2.x

Iy, Corriente rectificadora tardia de K* de activacion
rapida

Iy, Corriente rectificadora tardia de K™ de activacion
lenta

I, Corriente rectificadora tardia de K de activacion

Ixa: Corriente de entrada de Na*



Ina: Corriente tardia de entrada de Na*
INAD (Inactivation no afterpotential D protein)
[ion].;: Concentracion extra/intracelular del ion
IP: Inyeccion intraperitoneal
iRNA: ARN de interferencia

(interference RNA)
I,;: Corriente transitoria de salida de K* cardiaca
I.»: Corriente transitoria de salida de CI” activada
por Ca**
I-V: Relacion intensidad de corriente-voltaje
k: Valor de la pendiente de la curva
[K"]ei: Concentracion extra/intracelular de K*
Kcn: Canales de K* activados por ACh
Kca: Canales de K activados por Ca®"
KChAP: K" Channel-Associated Protein
KChIP: Kv Channel Interacting Protein
Kir: Canales de K" rectificadores internos
Kv: Canales de K" dependientes de voltaje
LIJP: Liquid Junction Potencial
LMW: Low molecular weight
LVA: Low-Voltage Activated
M: masculino (sexo del paciente)
MAGUK: (membrane-associated guanilate kinase)
mdx: Referido a ratones deficientes en distrofina
miRNA: micro ARN
minK: Minimal K" channel subunit
MiRP: MinK-Related Peptides
MOG1: (Multicopy suppresor of gsp-1)
MOI: Multiplicidad de infeccion
(Multiplicity of infection)
MOPS: Acido 3-(N-morfolino)-propanosulfonico
mTq2: monomeric Turquoise 2. Referido a variante
de la CFP

[Na‘].i: Concentracion extra/intracelular de Na*

Nav1.5-B: Cotransfeccion 1:1 de las subunidades alfa y

beta 1 del canal de sodio cardiaco humano

Nav1.5APDZ: Canal Nav1.5 sin el dominio de unioén a

PDZ en el extremo c-terminal
NBD: Dominios de uniéon de nucledtidos

NDS: Detergente neutro soluble

Abreviaturas

(Neutral Detergent Soluble)

NHERF: (Na+/H+ Exchanger Regulatory Factors)

NIH: Nacional Institutes of Health

nNOS: (Neuronal nitric oxide synthase). Oxido nitrico
sintasa neuronal

N-terminal: Extremo amino terminal de una proteina

Nter: Extremo amino terminal del canal de sodio
cardiaco humano (132aa)

NYHA: New York Heart Association

ODC: Ornitina descarboxilasa

PA: Potencial de accion

PALSI: (protein-associated with Lin7, Stardust, MPPP5)

Par6: (Partitioning defective protein 6)

PBS: Tampodn Fosfato Salino (Phosphate Buffered Saline)

PBS-T: PBS con Tween20

PCCD: Enfermedad progresiva del sistema de conduccion
Cardiaco

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

PDZ: Referido a dominio PDZ
(Post synaptic density protein (PSD95),
Drosophila  disc large tumor suppressor (Dlgl),
and Zonula occludens-1 protein (zo-1))

PFA: Paraformaldehido

PH: Dominio homélogo a plecstrina

P,,,: Permeabilidad de la membrana a un determinado
ion

PIP,: Fosfatidilinositol-4,5-bifosfato

PKA: Proteina quinasa A

PKC: Proteina quinasa C

PKP2: (Plakophilin-2)

PLA: Ensayo de ligacion por proximidad
(Proximity Ligation Assay)

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

Poli-lys: Poli Lisina

PR: Potencial de reposo

PSD: proteina de densidad pos-sinaptica

QO: Carga

Qss: Quasi-Steady-State del canal K¢y,
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R: Constante universal de los gases (8.31 J/mol-K)

RA- B: Receptor adrenérgico B,

RE: Reticulo endoplasmico

RIPA buffer: (RadiolnmunoPrecipitation Assay buffer)
Referido al buffer utilizado en la extraccion de
proteinas tanto de cultivo celular como de tejido
cardiaco

rpm: Revoluciones por minuto

RS: Ritmo sinusal

RyR1/RyR2: Receptores de rianodina tipos 1 y 2

SA: Senoauricular

SAMDC: S-adenosilmetionina descarboxilasa

SAT: Sindrome de Andersen-Tawil

SBr: Sindrome de Brugada

SDS-PAGE: (Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide
Gel Electrophoresis)

SH3: Referido a dominio SH3 de SAP97
(Src homology 3)

ShRNA: short hairpin RNA. Referido a un tipo de
ARN de interferencia utilizado para silenciar una
determinada proteina

SIRNA: small interference RNA. Referido a un tipo de
ARN de interferencia utilizado para silenciar una
determinada proteina

SJLN: Sindrome de Jervell y Lange-Nielsen

SLMAP: (Sarcolemmal membrana-associated protein)

SNC: Sistema nervioso central

SNP: Sistema nervioso periférico

SQTC: Sindrome de QT corto

SQTL: Sindrome de QT largo

SrcH-3: Referido a dominio de SAP97
(Src homology-3)

SSE: Sindrome del seno enfermo

STAT: Signal Transducers and Activators of
Transcription

SU: Dominio unico de sintrofinas

T: Temperatura absoluta

TdP: Torsade de Pointes

TEA: Tetraetilamonio

TGX: (Tris-Glycine eXtended). Referido a geles de

254

electroforesis de proteinas stain free

TM: Transmembrana (segmento)

TRITC: (tetramethylrhodamine isothiocyanate)
Referido al filtro utilizado para ver rodamina

TTX: Tetrodotoxina

TVPC: Taquicardia ventricular polimoérfica inducida por
Catecolaminas

VC: velocidad de conduccion

Vh: Punto medio de la curva

VP: Vena pulmonar

WT: Wild type

WW: Referido a dominio rico en triptéfanos

z: Nmero de oxidacion
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“Cheer up, Brian. You know what they say.
Some things in life are bad,

They can really make you mad.

Other things just make you swear and curse.
When you're chewing on life's gristle,

Don't grumble, give a whistle!

And this'll help things turn out for the best
And

Always look on the bright side of life!
Always look on the bright side of life

If life seems jolly rotten,

There's something you've forgotten!

And that's to laugh and smile and dance and sing,
When you're feeling in the dumps,

Don't be silly chumps,

Just purse your lips and whistle -- that's the thing!
And always look on the bright side of life
Come on!

Always look on the bright side of life

For life is quite absurd,

And death's the final word.

You must always face the curtain with a bow!
Forget about your sin -- give the audience a grin,
Enjoy it, it's the last chance anyhow!

So always look on the bright side of death!
Just before you draw your terminal breath.
Life's a piece of shit,

When you look at it.

Life's a laugh and death's a joke, it's true,
You'll see it's all a show,

Keep 'em laughing as you go.

Just remember that the last laugh is on you!
And always look on the bright side of life
Always look on the bright side of life

Come on guys, cheer up

Always look on the bright side of life
Always look on the bright side of life

Worse things happen at sea you know
Always look on the bright side of life

I mean, what have you got to lose?

you know, you come from nothing

you're going back to nothing

what have you lost? Nothing!

Always look on the bright side of life”

“Always Look on the Bright Side of Life”
Eric Idle

Interpretada por Monty Python en la pelicula:
“La vida de Brian”
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