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ABREVIATURAS EMPLEADAS EN ESTA TESIS DOCTORAL

ACTH Hormonaadrenocorticotropa
ADN Ácido desoxirribonucléico
ADNC Ácido desoxirribonucléicocomplementario
ADP Adenosínbifosfato
AMPc Adenosínmonofosfatocíclico
APA Amplitud delpotencialde accióncardíaco
ARNm Ácido ribonucléicomensajero
ATII AngiotensinaII
ATL Receptorde la angiotensinaII tipo 1
AT2 Receptorde la angiotensinaII tipo 2
AT3 Receptorde la angiotensinaII tipo 3
AT4 Receptorde la angiotensinaII tipo 4
ATP Adenosíntrifosfato
AV Auriculoventricular
Ba2~ Lón bario
WPD. Bloqueofrecuencia-dependiente
B.T. Bloqueotónico
BKII Receptorde bradicininatipo 2
Ca2~ lón calcio
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C1
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Cm Capacitanciade la membrana
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CON Control
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DPA Duracióndel potencialdeaccióncardíaco
DPA50 Duración del potencial de acción cardíaco medida al 50% de la
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DPA90 Duración del potencial de acción cardíacomedida al 90% de la
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ECA Enzimadeconversiónde la angiotensinaII
ECG Electrocardiograma
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Potencialde membrana
EPRO Eprosartán
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F4LDD Fase4 de lentadespolarizacióndiastólica
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ICRAC Corriente de entradade calcio activada al vaciarse los depósitos

intracelularesde calcio
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IFM Isoleucina,fenilalanina,metionina

11< Corrientede salidade potasiocon carácterrectificadortardío
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intracelularde calcio
‘K(Na) Corrientede salidade potasioactivadaal aumentarla concentración

intracelularde sodio
TK1 Corrientede salidade potasiode carácterrectificadorinterno
‘K,Ach Corrientede salidade potasioactivadapor la acetilcolina
TK,ATP Corrientede salidade potasioactivadaa] disminuir la concentración

intracelularde ATP
Corrientede salidade potasiorecificadoratardíade activaciónrápida
Corrientedesalidade potasiorecificadoratardíadeactivaciónlenta

TKur Corriente de salida de potasio recificadora tardía de activación
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‘Na Corrientedeentradade sodio
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1P2 Inositolbifosfato
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Introducción

L Electrofisiologíacardíaca.

La capacidaddel corazónparaactuarcomounabombaqueenviasangrea los distintos

tejidos del organismodependede su capacidadparagenerarimpulsos rítmicamenteque se

propagande forma ordenadaa través de todo el miocardio. En condicionesfisiológicas, el

impulso cardíacosegeneraen las células automáticasdel nodo senoauricular(SA), a una

frecuenciade 60-80latidosporminuto.El impulsogeneradosepropagaa lasaurículasy al nodo

auriculoventricular(AV), queen condicionesnormalesconstituyela únicavía de pasode los

impulsosdesdelas aurículashastalos ventrículos.Desdeel nodo AV, el impulso excita al

sistemaHis-Purkinje, a travésdel cual llega a los ventrículos,que respondena la ondade

propagacióncontrayéndosede formasincrónica(Figura 1, Tabla 1).

Figura 1. Representaciónesquemáticade los potencialesde acciónregistradosen diversos
tejidos cardíacosy sucorrelacióncon el electrocardiogramade superficie.SA: senoauricular.
AY: auriculoventricular.Tomadade Tamargoy Delpón, 1999.

NodoSA

Músculo auricular

Nodo AV

ECG

0 300 600ms

H¡s-Purkinje

Músculoventricular
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Introducción

Tabla 1.-Frecuenciade disparoy velocidadde conducciónatravésde lasestructurascardiacas.

Frecuencia VC
latidos/minuto (mis)

Nodo SA 60-80 0.05

NodoAV 15-25 0.01-0.5

SistemaHis-Purkinje 20-45 1.4

Tractosinternodales 15-25

Fibrasauriculares 0 0.3-1

Fibrasventriculares 0 1-2

1.1. Transportede ionesa travésde la membranacelular.

La membranacitoplasmáticaesunabarreraqueseparadosmediosacuososde diferente

composición,regulandoelpasode aguay solutosentreellos.Tantoel Na4comoel Ca2~están

más concentradosen el medio extracelular,mientras que, el K~ y los anionesorgánicos

predominanen el medio intracelular. Tradicionalmente,se han consideradodos tipos de

mecanismosde transportede solutos:a favordel gradientedeconcentración,sin gastoenergético

y en contradel gradientede concentración,con gastoenergético.Las moléculasliposolubles

atraviesandirectamentela bicapa lipídica por un mecanismode difusión simple desdeel

compartimentoen el queestánmásconcentradas.Los ionessonmoléculashidrofilicas, porlo

querequierende sistemasespecíficosde transportetalescomo: a) canalesiónicos,b) proteínas

transportadorasquerealizanel transporteafavor del gradientede concentracióny c) bombas

iónicas,quetransportanionesen contradel gradientede concentración(p.ej.bombaNa~-Kj. Los

canalesiónicossonproteínasoligoméricasque atraviesanlamembranay queen condiciones

fisiológicasrealizan3 funciones:a) formarporoshidrofilicos atravésde los cualeslos iones

atraviesanlamembranaafavorde sugradienteelectroquímicogenerandounacorrientelonica.

A travésde un canaliónico abiertopuedenpasarmásde 10 millonesde ionesporsegundo,lo

quesuponeunaeficaciamuy superiora la decualquierotro mecanismobiológico de transporte

2±(el intercambiadorNa4-Capermitela entradade ío~ iones/s).b) Discriminarqué ionespasan

3



Introducción

asutravés,graciasaquepresentanun filtro de selectividad.En el casoparticularde los canales

de K~, éstosson,al menos,10.000vecesmáspermeablesal K4 que al Nat e) Además,son

capacesde adoptardiversosestadosconformacionales,almenosuno conductor(estadoabierto

o activo)y doso másno-conductores(estadosinactivoy dereposo).En estadode reposoelcanal

estádisponibleparaactivarseenrespuestaaun estímuloadecuado,mientrasquecuandoel canal

seencuentraen estadoinactivoesincapazde abrirsemientrasno vuelvaal estadode reposo.La

permeabilidadde la membranaparaun determinadoión depende,por tanto, del númerode

canalesselectivosparaesteión capacesde alcanzarel estadoactivo en un momentodeterminado.

Los canalescardíacosseactivanen respuestaa cambiosde potencialde membrana,tras la

activacióndeun receptor,en respuestaal aumentode un mediadorcelulary en respuestaa

cambiosen las fuerzasfisicas(presión,estiramiento);porello hablamos,respectivamente,de

canalesvoltaje-dependientesy activadosporligandoso pordistensión(stretchchanneis).

1.1.1. Clasificaciónde los canalesjónicoscardíacos.

1.1.1.1.Canalesjónicosvoltaje-dependientes.

Los canalesiónicos voltaje-dependientesconstituyenuna familia de canalesque

determinanlapermeabilidadde lamembranaal Na~, Ca2~,K~ y CF en respuestaacambiosen el

potencialde membrana.Contribuyenala génesisy a lapropagacióndelos potencialesde acción

cardíacosy regulanla concentraciónintracelularde iones.La actividadde un canalvoltaje-

dependientedependede dos procesos:la activación y la inactivación, que determinan,

respectivamente,la velocidadcon la queel canalseabreo secierraen respuestaaun cambioen

el potencialde membrana.El conectoacoplamientode estosdosprocesosaseguraque la

activaciónde los canalesiónicossearápiday transitoria(tiempo-dependiente).Sin embargo,

algunoscanalesde lC~ cardíacos,por ejemplo, los canalesKvLQT1+minK que generanla

comente1Ks’ no seinactivan,por lo quepermitenla salidade esteión de formacontinua.

Paraqueel canalpuedarespondera las modificacionesdelpotencialde membranadebe

conteneren laproteínaconstitutivaciertosaminoácidosqueesténcargadoso quesecomporten

comoundipoloconstituyendoasíel sensorde voltaje.Cuandocambiael potencialdemembrana,

4



Introducción

el campoeléctricocreauna fuerzaen el sensorque le obliga a variar su orientación,lo que

modificala estructuraprotéicafacilitandola aperturao el cierredel canal.

Existeunagransimilitud estructuralentreestoscanales,independientementede quesean

selectivosparaNa~, Ca2~o Kt lo que sugierequetodoselloshanevolucionadoapartir de una

proteínaancestralcomún(Hille, 1989, 1992; Catterall,1992a;Sttihmer,1991).Puestoquelos

canalesde K~ son los mas sencillosy aparecenya en levadurasy otros procariotas,se les

consideralos canalesjónicos voltaje-dependientesmásprimitivos. A partir de elloshabrían

evolucionadolos canalesde Ca2~,queaparecenen protozoosmásevolucionadosy los de Na~,

quesólo estánpresentesen organismosmulticelulares.Los canalesde Na4,Ca24y K~ voltaje-

dependientessedescribenconmásdetalleen el apartadoII.

1.1.1.2.Canalesjónicosactivadospor ligandos.

Soncanalescuyaaperturay cierre semodulacomoconsecuenciade la interacciónde un

ligando con sureceptorespecíficolocalizadoen la membranade la célula.Enlacélulacardíaca,

el receptory el canalformanpartedeproteínasdiferentes,si bienambasseencuentranacopladas

pordiversoselementostransductores,talescomolas proteínasfijadorasdeguanosin-trifosfato

(GTP) (proteínasG) y los segundosmensajeroscitoplasmáticosgeneradosporel ligando.Los

canalesactivadospor ligandosparticipanen la génesisdel potencialde accióncardíacoson: a)

el canalde K> asociadoa receptorescolinérgicosmuscarínicos(IKAÚb) (Saekmany cois., 1983).

b)El canal de K~ que seinhibe poraltasconcentracionesde ATP (JKATP) y que se activa en

situacionesde inhibiciónmetabólica(Noma, 1983).
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1.2. Potencialde reposo.

A la diferenciade potencialque existea amboslados de la membranacelular se la

denominapotencialde membrana(Em). Las célulasmuscularesauricularesy ventricularesasí

comolas delsistemaHis-Purkinjepresentanun Emde aproximadamente-85 mV. Sin embargo,

en las células de los nodosSA y AV el valor del Em estácomprendidoentre-50 y -65 mV

(Hofflnany Cranefield,1960).El valorde Em semantieneconstantedurantelargosperíodosde

tiemposi la célulano esestimulada;a estevalor de Em seledenominapotencialde reposo.

El potencialde reposoestádeterminadoporel balanceentrela capacidaddedistintos

ionesparaatravesarlamembranaa favor de sugradienteelectroquímicoy el transporteactivo

de dichos iones en contrade su gradiente(p. ej. bombaNa4-K4). En unacélula en reposola

concentraciónintracelularde potasio([K~L) es30 vecesmayor a la que existe en el medio

extracelular([Kte) (150Vs. 4-5 mEq/L), lo que facilita la salidade estecatión, a favorde su

gradientedeconcentracióngenerandounacorrientede salidadeK~ (IKI). Estacorrientesegenera

atravésde unoscanalesde K~, quepermanecenabiertosa potencialesde membrananegativos.

Comoconsecuencia,seproduceun predominiode cargasnegativasdentrode la célulaqueno

puedecompensarseporla salidasimultáneadeanionesyaquesutamañono lespermiteatravesar

lamembrana;ello asuvezpromuevela entradade cargaspositivasdesdeel medioextracelular

haciael interior celular,queeselectronegativo.Se alcanzaráun Em en el que el gradientede

concentraciónque facilita la salida de IC~ desde el medio donde está más concentrado

(intracelular)almenosconcentrado(extracelular)seaigual al gradienteeléctrico,quetiendea

favorecerla entradade iones10 haciael interiorcelularelectronegativo.Al nivel de potencial

de membranaen el queel flujo netopasivode K~ esnulo sele denominapotencialde inversión

o potencialde equilibrioparael Kl (EK) y puedesercalculadoutilizandola ecuaciónde Nernst:

EK = (RT/FZ) ln ([K>]e/[K*]¡)= 26.6 In (4/150) -96.6mV

dondeR esla constantede los gases,T la temperaturaabsoluta,F la constantede Faradayy [1C]~

y [K>]~las concentracionesintra y extracelularesde Kl Si la membranacardíacafuera sólo

permeableal 10, el valor del Em deberíaalcanzarvaloressimilaresa los del EK. Sin embargo,
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debido a que la membranano es permeableexclusivamenteal I(~, a concentraciones

extracelularesinferioresa 8 mM, el Em esmenosnegativoque el EK. Ello es debidoa que la

membranano espermeableexclusivamenteal K~. Enfibras de Purkinje, los valoresde la [Na~]~

y de la [Na~]¡ son de 150 y 10 mM, respectivamente,por lo que existiría un gradiente

electroquímicoque facilita la entradade Na~generándoseunacorrienteiónicaquetenderíaa

despolarizarel Em. La corrientede entradade Na~ ha sido incorporadaen las ecuacionesque

definenel potencialde reposoen célulaspermeablesal10 y al Na~:

[K ~] 4P IP [No *j
,~ 61.SIog e tía 1< e

[K ~]p IP [Na~]
1 tía K

donde~Na’~K es el cocientede permeabilidadparael Na~ y el 10, respectivamente,que en

condicionesnormalessuelealcanzarun valorde 0.015.Sin embargo,elvalordel cocientePNa/PK

no esuniformeen todaslas célulascardíacas.Así, las célulasde los nodosSA y AV presentan

un potencialde reposoqueesunos30 mV menosnegativoqueel de las fibras dePurkinje,lo que

quizáreflejeun aumentodel cociente~Na’~K en las célulasnodales.

1.3. Potencialde accióncardíaco.

Todaslas célulascardiacassonexcitables,esdecir,quecuandosonestimuladasgeneran

unarespuestaeléctricadenominadapotencialde accióncardíaco(PA), queestáacopladoa una

respuestacontráctil.Paraquesegenereun PA el estimulodebetenerunamínimaintensidad,que

permitadesplazarel potencialdemembranahastaundeterminadonivel, denominadopotencial

umbraL Cuandono sealcanzael potencialumbral,segeneraunarespuestalocal no propagada.

El PA esel resultadode unaseriede cambiossecuencíalesen laconductanciade la membrana

de lacélulacardíacaadistintosiones.La permeabilidadde lamembranaparaun ión dependea

su vezde suconcentraciónacadaladode lamembrana,delE~ (esvoltaje-dependiente)y del

tiempo (es tiempo-dependiente).La entradade cargas positivas en la célula produce la

despolarización,mientrasque susalidafacilita la repolarizacióncardíaca.En la Figura 2 se

muestrantodaslas corrientesiónicasimplicadasen la génesisy mantenimientodelPA cardiaco.
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Corrientes jónicas cardíacas

Corriente
Corriente de Na~

Corriente de Ca2~ tipo L
Corriente de Ca2~ tipo T

Bomba Na-Ca
1101(sensiblea 4-AP)

‘T02 (activadaporCa)
‘Ks

‘Kr

íKurO ‘Kq

k
7~ OI¡(p

1K1 (rectificador interno)
‘K ATP/ACII

I~ (marcapaso)

Clon probable
hHl
alt

Intercambiador Na-Ca
Kv4.2 / Kv4.3

KvLQT1 + minK
IIERG + MIRPI
hKvl.5
CFTR II TWIK
Familia Kir2
Kir6.2+SUR2A/

-~ HCN2

Figura 2. Corrientesjónicasimplicadasen la génesisde un potencialdeacciónen unacélula
cardíacaquegenerapotencialesde acciónNa4-dependientes.Mod~ficadade Tamargoy Delpón,
1999.

En el PA cardíacopuedendistinguirse5 fases(Hofth~any Cranefleld,1960; Tamargoy

Delpón, 1999).El PA seinicia porunafase O de rápidadespolarización,durantela cual el

potencia]demembranapasadesdesuvaloren reposohastavalorespositivos(entre±30y +40

mV). Esta faseO es el resultadode la activación de una corrienteiónica de entrada,cuya

identidadvaríasegúnel tejidocardíacoestudiado.En las célulasauricularesy ventriculares,así

como en las delsistemaHis-Purkinje,quepresentanunpotencialde reposocomprendidoentre

-85 y -75 mV, la despolarizaciónsedebeala activaciónde la corrienterápidade Na UN). En

las célulasde los nodosSA y AY, cuyo potencialdereposooscilaentre-65 y -40mV, sedebe

a la activaciónde la corrientelentade Ca»(Ica,L). Hablarnos,portanto,decélulasque generan

potencialesde acciónNa-dependientes(rápidos) o Ca-dependientes(lentos)(Corabeufy Otsuka,

1956, Beelery Reuter,1970, 1977,Carmeliety Vereecke,1979,Cranefleldy Aronson, 1988;

Tamargoy Delpón, 1999).Lascaracterísticasde ambostipos depotencialesaparecenresumidas

GIRK1 +4
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en la Tabla2.

Tabla 2. Característicasde los potencialesde acción Na-dependientes(rápidos) o Ca-

dependientes(lentos)cardíacos.

Parámetro PA rápidos PA lentos

Potencialde reposo(mV) -85 a-90 -40a -70

Velocidadde conducción(ms) 0.5-4 0.01-0.1

Amplitud delPA (mV) 100-130 40-85

Vrnax (V/s) 200-1000 2-15

Factordeseguridad Alto Bajo

Corrienteresponsablefase O 1Ca,L

Seabolepor Tetrodotoxina Verapamilo,

Anestésicoslocales Dihidropiridinas

Antiarritmicosdel grupo1 Ni, La, Co, Mn
PA: potencialesde acción. Vmax: velocidadmáximade despolarización.Tomadode Tamargo

y Delpón, 1999.

Como puedeobservarseen la Figura 1, la morfologíade los PAs generadosen los

distintostejidoscardíacosesmuy diferente,si bien, engeneral,los PAs ventricularessonmás

prolongadosque los auriculares.Esto constituyeun mecanismoprotector,evitandoque las

célulasventricularesrespondanafrecuenciasauricularesmuy altas.Más aún,dentrodel tejido

auriculary ventricularsehandescritoimportantesdiferenciasen la morfologíay duraciónde los

PAs, lo quesehaatribuidoa diferenciasen la densidady tipode los canalesiónicosexpresados

en lamembranacelularcardíaca.Tambiénpuedeversecómo las fasesdel potencialde acción

cardíacosecorrespondenconel electrocardiograma(ECG)de superficie(Figura1). La fase O

de despolarizacióndel potencialde acciónauricular secorrespondecon la ondaP y la del

músculoventricularcon el complejoQRS del ECG. El intervaloPRrefleja la velocidadde

conducciónatravésdel nodoAY, el complejoQRSla velocidaddeconducciónintraventricular

y el intervaloQT la duraciónde la repolarizaciónventricular,esdecir,la duracióndelpotencial

de acciónventricular.
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1.3.1 PotencialesdeacciónNa-dependienteso rápidos.

En laFigura3 serepresentanesquemáticamentelas 5 fasesde un potencialde acciónNa-

dependiente.En él lafaseO del PA tienelugarporla activaciónde la ‘Na (Carmeliety Vereecke,

1979;Catterall,1992b;Hille, 1992;Tamargoy cols., 1995a,Tamargoy Delpón,1999),con lo

queen menosde 2 ms elpotencialde membranapasade suvalorenreposo,-85 mV, aunvalor

positivo(+301+40mV), ya que setiendeaalcanzarel potencialde equilibrio parael Na~(+70

mV).

Los PA Na-dependientespresentanunagranamplitud(120-130mV), unaaltaVm~ (200-

700 VIs) y, comoconsecuencia,unarápidavelocidadde conducción(1-4mIs),por lo que su

propagaciónpresentaráun elevadomargende seguridad,esdecir,quelaposibilidadde quela

propagaciónde estasrespuestasseabloqueadaserámínimaen condicionesnormales.Fármacos

como los anestésicoslocales,antidepresivostricíelicos (imipramina),antiarrítmicosdelgrupo

Figura 3. Esquemade las distintasfasesque constituyenun potencialde acción
ventriculary las distintascorrientesiónicasde entrada(Na, Ca) y de salida(K)
implicadasen elmismo.TomadadeDelpón, 1999.

Fase 1
‘TO

0*~
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— Fase 3
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1 (quinidina,lidocainao flecainida),anticonvulsivantes(difenilliidantoína,carbamazepina)o la

tetrodotoxinasoncapacesde inhibir la 1Na~

Unavezquela despolarizaciónalcanzasuvalormáximotienelugarla repolarizacióndel

PA, quetardaentre170 y 350 ms encompletarse.En ella sedistinguen3 fases:en primerlugar,

unafaseinicial de repolarización,claramentepresenteen las célulasmuscularesauricularesy

de Purkinje,quedesplazaelpotencialde membranahastaaproximadamente±10mV. Lafase

1 de rápidarepolarizaciónesconsecuenciade la inactivaciónde la 1Na’ de la rápidaactivación

de una corrientetransitoriade salidade 10 (Itol) y de la activaciónde una corrientede C1

activadaporel Ca»(ito2) (Tsengy Hofthian,1989).La ‘to2 presentamenoramplitudquela I~
0~y

es inhibida por manganeso,cafeínay ryanodina,aunquesupapel en el potencialde acción

cardíacohumanono esmuy conocida(Zygmunty Gibbons,1991, 1992).

A continuación,tienelugar lafase2 ó de mesetaen la que disminuyenotablementela

velocidadde repolarización,siendo estehechoel responsablede la largaduracióndel PA

cardíaco(DPA)quele diferenciade los PA registradosen otros tejidos.Estafaserepresentaun

equilibrio entredoscorrientesdeentrada(INa y ICa,L) y diversascorrientesde salidade K~ (Ixur,

Vr, ‘Ks).

a) La entradade Na~ duranteestafasese produceatravésde un reducidonúmerode

canalesNa
4que aúnno sehaninactivado; eslo que sedenominainactivaciónlentade la 1Na

(Rudy, 1978, 1981; Atwell y cols., 1979; Saikaway Carmeliet,1982; Gintant y cols., 1984;

Clarksony cols., 1984;Patlaky Ortiz, 1985;Quandt,1987;Valenzuelay Bennett,1994;Balser,

1999). La importanciade estecomponentelento es mucho más marcadaen las célulasde

Purkinjequeen lasmuscularesventriculares;ello explicaporquélos fármacosantiarrítmicosdel

grupo1 o la tetrodoxinaacortanla duracióndelpotencialde acciónmásen las primerasqueen

las segundas(Coraboeufy cols., 1979).

b) La activaciónde la1Ca,L permitela entradadelCa2~necesarioparaqueseproduzcael

acoplamientoexcitación-contraccióncardíaco(Nilius y cols., 1985;Bean,1989; Bersy Pérez-

Reyes,1999).

c) Lasalidade10 seproducegraciasala activaciónsecuencialdetrescorrientesdesalida

de K4 (JKur, 1Kr e Vs). Laprimeraen activarseesla 1Kur , despuéslo hacela 1Kr y porúltimo, la

‘Ks La corriente1Ku- sólo estápresenteen el miocardio auricular(Wang y cols., 1993) y se
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denominacorrienterectificadoratardíade activaciónultrarrápida,debidoa surápidacinéticade

activación(l-2ms) (Tamkunycols.,1991;Fedidaycols.,1993; Snydersycols.,1993;Wang

y cols., 1993;Delpóny cols., 1996).La IKr o corrienterectificadoratardíade activaciónrápida,

sehadescritotantoen tejido auricularcomoventricular(Sanguinettiy Jurkiewicz,1990a,1991;

Sanguinettiy cols., 1995; Li y cols., 1996).Estacorrientepresentaunamarcadarectificación

interna,esdecir, cuandoseaplicanpulsosa potencialesmuy despolarizados(>+20 mV), la

corrientegeneradaesmenorque a O mV. Porotro lado,y a diferenciade lo queocurrecon el

resto de corrientesde 10, la amplitud de la 1Kr aumentacuando se incrementala LK4]~

(Sanguinettiy Jurkiewicz,1992; Sanguinettiy cols., 1995; Rodeny George,1997).La última

corrienteen activarseesla rectificadoratardíade activaciónlenta(IKJ, quepresentaunacinética

de activacióny deactivaciónmuy lentas(Sanguinettiy Jurkiewicz,1990 a,b; Delpón y cols.,

1995).

Durantelafase3 la repolarizaciónseaceleranuevamentey el potencialde membrana

vuelveaalcanzarel valor del potencialde reposo.Estafasetienelugarcomo consecuenciade

la inactivaciónde las corrientesde entrada,lo que provocael predominiode las corrientes

repolarizantesde K% que ya sehabíanactivadodurantela fase 2 (IKUr’ ‘Kr’ 1K). Además,

conformeel potencialdemembranaserepolarizaporcompleto,se producelaactivaciónde la

comente~ quepresentaunamarcadarectificacióninternay que esla responsablede la parte

final de la fase3 de repolarizacióny del mantenimientodelpotencialde reposoen las células

cardíacasno automáticas.La rectificación interna implica que la corrienteserámáxima a

potencialescercanosal potencialde equilibrio parael IC~ (-90 mV) y mínima a potenciales

positivosa-30mV (Tsengy cols., 1987;Carmeliet,1993a;Kubo y cols., 1993;Nattel, 1998).

A su vez, la rectificacióninternaque presentanla ‘Kr y la ‘Kl explicaporquéla fase2 del

potencialde accióncardíacopuedemantenersecon unamínimaentradade cargaspositivas,lo

querepresentaun importanteahorroenergéticoparael miocardioqueasítendráquereincorporar

menorescantidadesde IC~ contra su gradienteelectroquímico.La densidadde los canales

responsablesdela 1K1 esmínimaen lascélulasdelos nodosSA y Ay, máximaen el sistemaHis-

Purkinje e intermediaen laaurícula(Gintanty cols., 1992;Carmeliet,1993a).

Otrascorrientesde K~ que presentanrectificación interna son la activadapor la

acetilcolina(iK(Ach)) y la corrientebloqueadaporel ATP intracelular(IK(ATP)). En las célulasde
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los nodosSA y AV, muscularesauricularesy del sistemaHis-Purkinje, la interacciónde la

acetilcolinay laadenosinacon susreceptoresrespectivosM2 y Al, seacoplaa unaproteínaG

inhibitoria (GK) que activael canalK(Ach) (Sackmany cols., 1983, Kaprivinsky y cols.,

1995a,b;Aekermany Clapham,1998).En los nodosSAy AV y enel sistemaHis-Pwrkinje,la

activaciónde estacorrientehiperpolarizael potencialdemembrana,reducela frecuenciasinusal

y suprimeel automatismoventricular,mientrasqueen lascélulasmuscularesauricularesacorta

marcadamentela DPA (Sheny Kurachi, 1995;Pellegy Belardinelli, 1993).Recientemente,se

hademostradoqueel canalK(Ach) esun heterotetrámeroformadoporlas subunidadesGIRK1

(Kir 3.1)y GIRK4 (Kir 3.4).

En 1983,Noma,describióenmiocitosauricularesy ventricularesdecobayounacorriente

de salidadeK4 queseactivaen condicionesdeinhibición metabólica(isquemia,hipoxia)o en

un medio carentede ATP (TK(ATP)) (Beechy cols., 1993;Edwardsy Weston,1995).Portanto,

la 1K(ATP) esla responsabledelacortamientode la DPAqueaparecedurantela isquemiacardiaca,

que facilita las arritmiaspor reentrada(Carmeliet, 1999).Los canalesresponsablesde esta

corriente,sonel resultadodelensamblajede un canaldeK4 concarácterrectificadorinterno(Kir

6.2)y la subunidaddelreceptorde las sulfonilureas(SIJR2A)(Ashford y cols., 1994;Inagaki

y cols., 1996; Aguilar-Bryany cols., 1998).

Otrascorrientesde salidade I(~ quepodríanactivarseduranteel PA cardíacosonuna

corrientequeseactivaal aumentarla [Ca»] libre intracelular(1K(ca))’ quejuegaun cierto papel

enla repolarizacióninicial del PA auriculardel cobayo(Carmeliet,1999)y la corrientequese

activaal aumentarla concentraciónde Na intracelular(‘K(Na)). quepodríaserresponsabledel

acortamientode la DPA y del intervaloQT del ECG que apareceen célulasintoxicadaspor

digoxina.

La activaciónde la bombaNa4-K4 generauna corriente repolarizante,que podría

participartambiéntantoen la fase3 comoen el mantenimientodelEm.

1.3.2PotencialesdeacciónCa-dependienteso lentos.

Estetipo de potencialesde acciónes generadoporcélulasde los nodosSA y AV, así

comoporcélulasde los anillos de las válvulasmitral y tricúspidey porcélulasanormalmente
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despolarizadas(Reuter,1973;Cranefleld,1975; Tamargo,1992,Tamargoy cols., 1992a).Todas

estascélulaspresentanunpotencialdiastólicomáximoy unpotencialumbralmásdespolarizados

quelas célulasNa-dependientes(-65 y -40 mV, respectivamente)debidoa la ausenciade la IKI

queeslaprincipalresponsabledelmantenimientodelpotencialdereposoentejidoscardíacos

Na-dependientes(Nomay cols., 1984; Giles y Shibata,1985).

A -40mV, la 1Naseencuentrainactivadapor lo quela faseO derápidadespolarización

de estosPAs esdebidaa la activaciónde la 1Ca,L. Dadoque la magnitudde estacomentees

menory sucinéticade activaciónesmáslentaquela de la 1Na’ estospotencialespresentanmenor

amplitud(70-80mV) y, además,sepropaganmáslentamente(0.02-0.05mIs), lo queexplicasu

denominacióndepotencialesdeacción lentos.Porello, estosPAs presentanunbajomargende

seguridaddepropagación,lo quefacilita laapariciónde áreasdebloqueounidireccionaly, por

tanto, de circuitos de reentradatanto en tejidos nodalescomo en tejidos anormalmente

despolarizados(ensituacionesde isquemia,hiperpotasemia,fibrosis, etc)(Cranefleld,1975).

La repolarizaciónde las respuestaslentasse debeala inactivaciónde la ICa,L (Carmeliet

y Vereecke,1979)y a la activaciónde diferentescorrientesde salidade I(~. En el nodo SA, la

Itol apareceen las célulasperiféricaspero no en las que formanlaporcióncentraldel mismo,

mientrasqueen las célulasde la porcióncentralde los nodosSA y AV de mamíferos,la fase 3

de repolarizaciónsedebea la activaciónde las corrientes‘Kr e IKs (Sanguinettiy Jurkiewicz,

1990a,b;1991; Li y cols., 1996).

Lascélulasautomáticascardiacaspresentan,trasla repolarización,unafase4 delenta

despolarizacióndiastólica(F4LDD) quedesplazade formaprogresivaelpotencialdemembrana

haciael nivel delpotencialumbral,generándoseun nuevoPA cuandosealcanzaesteúltimo

(Figura4).La frecuenciade disparode unacélulaautomáticavienedeterminadaporel nivel del

potencialdiastólicomáximoal final de larepolarización,la inclinaciónde la fase4 y el nivel del

potencial umbral.Las célulasdel nodo SA generanPA a mayorfrecuenciaquelas restantes

célulasautomáticas(60-80latidos/minuto),porlo queactúancomo el marcapasosdominante

quedeterminala frecuenciacardíaca.Lasrestantescélulasautomáticasactúancomomarcapasos

latenteso subsidiarios.Debidoa su mayorfrecuenciade disparo,los impulsosgeneradosen el

nodoSA despolarizanlas restantescélulasautomáticas,antesde quesuF4LDD hayaalcanzado

el nivel del potencialumbral;esdecir,queel nodoSA ejercesobrelos marcapasossubsidiarios
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Figura4. Representaciónesquemáticadelpotencialde accióndel nodoSA con sufase4 de lenta
despolarizacióndiastólica(F4LDD) delimitadaporel nivel delpotencialdiastólicomáximoal
final de la repolarizacióny el nivel delpotencialumbral.

el fenómenode“supresiónporsobreestimulación”(Vasalle,1977).

El mecanismo¡¿nico responsablede laF4LDD esdiferenteen las célulasdel nodoSA

y en las del sistemaHis-Purkinje,puestoqueel potencialdiastólicomáximoen las célulasdel

nodoSA (-65 y -40mV), esmenosnegativoque en las del sistemaHis-Purkinje (-75 mV). En

las célulasautomáticasdelsistemaHis-Purkinje, la F4LDD sedivide en 3 fases(DiFrancesco

y Noble, 1985): 1) en la primera, el potencial diastólico máximo y la velocidad de

despolarizacióninicial dependende la deactivaciónde la ‘Kr e ‘Rs quehabíansido activadas

duranteel PA. 2) Enla segundafaseintervienela activaciónde unacorrientede entradade Na4

activadadurantela hiperpolarización(Ir) en ausenciade cambioso trasun ligeroaumentode la

‘Kl~ 3) La fase final, en la quetienelugarunaaceleraciónde la despolarización,es debidaala

activaciónde la ‘Na y en menorgradode la ‘Ca a travésde canalestipo-T (ICaT).

Potencial
umbral

Potencial
diastólico
máximo

Fase4 delenta
despolarización
diastólica(F4LDD)
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La F4LDD enunacéluladel nodo SA seríala resultantede la activaciónde diversas

corrientesiónicasde entrada(iCa,T, ‘Ca,L’ ‘f’ ‘Na,B y la generadaporel intercambiadorNa-Ca)y

la deactivaciónde ños corrientesde salida(‘Kr e ‘KS) a distintosnivelesde voltaje duranteel

intervalodiastólico(Giles y cols., 1986;Irisaway Hagiwara,1988;Anumonwoy cols., 1990).

El resultadototal esun aumentode la corrientenetade entradaqueseríala responsablede la

F4LDD.

La 1CaT seactivaa potencialesde membranacomprendidosentre-60 mV y -40 mV,

alcanzasuamplitudmáximaentre-40 y -10mV y suinactivación,adiferenciade la 1CaL’ es

exclusivamentevoltaje-dependiente;siendo la responsablede la aceleraciónfinal de la

despolarizacióndiastólica(Tainargoy Delpón, 1999).Estacorrienteesinhibidaporamilorida,

flunarizina y mibefradilo, siendo insensible a la tetrodotoxina,al isoproterenoly a los

bloqueantesde los canalesde Ca»(Bersy Pérez-Reyes,1999).

¡.4. Propagacióndelimpulsocardíaco.

Encondicionesnormaleslos impulsosgeneradosenlas célulasautomáticasdel nodoSA

sepropagande formaelectrotónicaa las célulasexcitablesauricularesvecinas,desplazandosu

nivel de E~ hastael nivel de potencialumbral.Cuandoestosucede,segeneraunnuevoPA que

asuvezdespolarizaráelectrotánicamentelas célulasvecinashastael nivel depotencialumbral

produciendola génesisde un nuevopotencialde accióny así sucesivamenteatravésde todoel

tejido cardíaco.La capacidaddel potencialde acciónpropagadoparadesplazarelpotencialde

reposode unacélula adyacentehastael potencialumbraly generarun nuevopotencialde acción

se denominamargende seguridad.Cuantomayorseala amplitud de la 1Na’ que generael

potencialde acción,mayorserála velocidadcon la que ésteseconduceporel miocardioy, por

lo tanto, tambiénserámayorelmargende seguridad.Porel contrario,ensituacionesen las que

la ‘Na estéparcialmenteinhibida,o en célulasquegeneranPAs Ca-dependientes,elmargende

seguridaddisminuyelo quefavoreceel bloqueodel impulsocardíaco.
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1.5. Refractariedad.

Hacemásde 150añosquesedemostróquela capacidaddel corazónpararesponderaun

estímulovariaa lo largodel ciclo cardíaco,debiendotranscurrirun cierto tiempodespuésde que

el corazónse contraeantesdequeserecuperela excitabilidad(Bowditch, 1871).A esteperíodo

detiemposele denominaperíodorefractario.

Enlas célulasquegeneranPAsNa-dependientes,el periodorefractariovienedeterminado

porla reactivaciónvoltaje-y tiempo-dependientede la 1Na La1Na seactivadurantela fase0, pero

seinactivaen 0.5-2ms. La 1Naalcanzavaloresmáximosa-90 mV y al despolarizarlamembrana

la 1Nadisminuyegradualmente,de tal formaqueapotencialespositivosa-60 mV los canalesse

encuentrantotalmenteinactivadosy no esposiblequeseactiven-abranparapermitirel pasodel

Na4asutravés(Figura5). Es decir, queladespolarizacióndelEm inactivala 1Nay los canales

de Na~ sehacenno conductores.En consecuencia,las célulascardiacasquegeneranPAs Na-

dependientesno puedengeneraruna nuevarespuestapropagadahastaque el Em no seha

repolarizadohastavaloresinferioresa-60 mV. Esteperíodode tiempoenel cuallacélulano es

capaz de generarun PA propagadoen respuestaa un estímulo supraumbraly permanece

inexcitablerecibe el nombrede períodorefractario absoluto(Hoffman y Cranefield,1960;

Tamargoy Delpón, 1999).A medidaquela célulaserepolarizaentre-60 y -90mv, los canales

deNa~, sereactivanpaulatinamente,esdecir,pasandelestadoinactivoal de reposo,desdedonde

puedenvolver a activarse-abrirse,esdecir,que al final de la repolarizaciónla excitabilidadse

recuperade formaprogresiva.Así, a medidaque la célulaserepolariza,existeun períodode

tiempo, denominadoperíodo refractario efectivo(Hoffman y Cranefleld,1960; Tamargoy

Delpón, 1999),duranteel cualun estímulosupraumbralpudeproducirunarespuestalocal,pero

no un potencialde acciónpropagado.El períodorefractarioefectivo esseguidode otro período

de tiempoduranteel cualun estímuloyaescapazde inducir unpotencialde acciónpropagado.

A esteperíodose le denominaperiodo refractario relativo. Duranteel periodo refractario

relativo, la 1Naaúnno sehareactivadoporcompleto,por lo quesi enestemomentosegeneraun

PA prematuro,éstevaapresentarmenoramplitudy unaduraciónmáscortaqueunPA generado

cuandola célulaseha repolarizadoy recuperadoporcompletosu excitabilidad. EstosPAs

prematurossepropaganmáslentamente,presentanunbajo factorde seguridad,pudiendo
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bloquearsesuconducciónpropiciandola apariciónde arritmiaspor reentrada(Delpón, 1992;

Tamargo,1992;Tamargoy Delpón, 1999).

La duracióndel períodorefractariocardiacovaríacon la del PA. Los fármacosque

prolonganla reactivaciónde la ‘Na (antiarrítmicos,anestésicoslocales)incrementanladuración

del períodorefractariomás allá de lo que dura el potencialde accióncardíaco.La isquemia

cardíaca,por despolarizarel Em y prolongar la reactivaciónde la 1Na’ tambiénaumentala

duracióndel períodorefractariocardíaco.La duracióndel periodo refractariodeterminala

máximafrecuenciade estimulacióncardiaca.La DPA y delperíodorefractarioen las células

auricularesesmenorqueen las ventriculares(150vs. 250 ms) y en éstasesmenorque en las

célulasdePurkinje, lo queexplicaporqué,la frecuenciade las taquiarritmiassupraventriculares

esmayorque la de las ventriculares.El periodorefractario,además,protegeal corazónde las

frecuenciasmuy rápidas, que impiden una relajación completa del músculo cardíaco y

disminuyensufuncióndebomba.

En los nodosSA y AV, la fase0 del PA esdebidaala activacióndela 1C~L’ Estacorriente

Potencialde reposo(mV

)

Figura 5. Curvade inactivaciónde la corrienterápidade
entradade Na~.

18



Introducción

presentaunaconstantede tiempodereactivaciónqueoscilaentre100y 300ms (Gettesy Reuter,

1974;Bersy Pérez-Reyes,1999).Porello, no esposiblegenerarunnuevoPA propagadoincluso

hastadespuésde que la célula sehayarepolarizadopor completo.Es decir, que el período

refractarioefectivo seprolongamás allá de la DPA (Trautweiny Uchizono, 1963).A este

fenómenosele denominarefractariedadpostrepolarizacióny puedeaparecertambiénen fibras

Na*~dependientesanormalmentedespolarizadascomoconsecuenciade cardiopatíaisquémicao

fibrosis. El hechode queel nodoAV presenteun periodorefractarioprolongadorepresentaun

mecanismoprotectorqueen presenciade ritmos supraventricularesrápidos(flúter o aleteoy

fibrilación auriculares)impide que aparezcanaumentosmuy marcadosde la frecuencia

ventricular.

II. Canalesiónicosvoltaje-dependientesimplicadosen la génesisdel PA cardíaco.

11.1. Canalesde Na~.

El primercanaliónico donadofue el canalde Na~ delElectrophoruselectricus(Noda

y cols., 1984).Posteriormente,sehandonadodiversoscanalesde Na~voltaje-dependientesde

diferentesespeciesy tejidos (Balser, 1999). En el hombre,existenal menosseis genesque

codifican la subunidada para distintas isoformas del canal de Na~ en cerebro,músculo

esqueléticoo corazón(Ahmedy cols.,1992;Georgey cols., 1992;Gellensy cols., 1992).El gen

quecodifica la expresióndelcanaldeNa* presenteen el corazónhumanosedenominaSCN5A

(Georgey cols., 1995).El canalde Na~presentatresestadosconformacionales:reposo,activo

e inactivo (Hodgkin y Huxley, 1952; Hille, 1977; Hondeghemy Katzung, 1977,1984;

Hondeghem,1987; Tamargoy cols., 1989, 1992a, 1992b).Durantela diástoleel canal se

encuentraen estadode reposo.Durantela despolarizaciónel canalde Na~seabre,permitiendo

la entradade ionesNa~ a su través.A continuación,el canalseinactivay cesalaentradade Na~.

El estadoinactivopredominadurantela repolarizacióncelular, por lo queel tiempoque el canal

permaneceen esteestadovienedeterminadopor la DPA. La despolarizacióndelpotencialde

membranatambiénaumentael númerode canalesque seencuentranen estadoinactivo,por lo

que durantela diástole en el miocardioisquémico-despolarizadoaumentala proporciónde
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canalesqueseencuentranen estadoinactivo (Hondeghemy Katzung,1977, 1984;Hondeghem,

1987; Tamargoy cols., 1989, 1992a,b). El canal inactivo no puede reabrirsesin volver

previamenteal estadode reposo.Estatransicióndel canaldenominadareactivacióndelcanalde

Na~, tiene lugar, en condicionesfisiológicas, durantelos primeros50-100ms de la diástole

(constantede tiempoo tre < 30 ms). Portantoy dadoqueenritmo sinusalel intervalodiastólico

esde 500-700ms, cuandollegael siguientelatido, la mayoríade los canalesseencuentranen

estadode reposoy, por lo tantodisponiblesparaseractivadosde nuevo.

11.1.1. Corrientede Na~.

El flujo de ionesNa~a travésde los canalesvoltaje-dependientesgeneraunacorriente

rápidade entradade sodio (‘ND que es la responsablede la fase O de los PAs generadosen las

célulasmuscularesauricularesy ventricularesy en las del sistemaHis-Purkinje(Brown y cols.,

1981;Fozzardy cols., 1985).Además,interviene,junto con la ‘Ca,L’ en el mantenimientode la

fasede mesetacaracteristicadel PA. Por todo ello, sehapropuestoqueciertasanomalíasen la

cinéticade aperturay cierre de los canalesde Na~ cardíacospodríanjugar un papelmuy

importanteen la génesisy/o mantenimientode diversas arritmias cardíacas(Saikaway

Canneliet,1982; Clarksony cols., 1984).

La ‘Na seactivarápidamente(0.5-2ms), alcanzaunpico máximo y a continuaciónse

inactivatambiénde formarápida(Figura6). El umbralde activaciónde la corrienteseencuentra

aproximadamenteen -60mV y alcanzasuvalormáximoentre-30y -20 mV. La inactivaciónde

la ‘Na cardíacaesunprocesobiexponencial,quepresentaun componenterápidoy otro lento,

denominadosinactivaciónrápiday lenta, respectivamente(Rudy, 1978, 1981; Saikaway

Carmeliet,1982; Gintant y cols., 1984; Clarksony cols., 1984;Patlaky Ortiz, 1985; Quandt,

1987; Valenzuelay Bennett, 1994; Balser, 1999). El componentelento es muy pequeño

comparadocon el rápido;sin embargo,al serun procesoqueseprolongadurantevarioscientos

de ms, es el responsablede la entradade Na4 durantela fase de mesetadel PA cardíaco

(Clarksony cols., 1984;Canneliet,1987;Fozzardy cols., 1987).Elprocesode inactivaciónlenta

hadespertadoun gran interésen fechasrecientestras comprobarseque mutacionesen el gen

SCN5A retrasanla inactivaciónlentay facilitan la prolongacióndel intervalo QT del ECG,
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siendoresponsablesdel genotipo3 del síndromede QT largoRomano-Ward(LQT3) (Rodeny

cols., 1996; Balser,1999).

11.1.2.Estructuradel canalde Na~.

El canalde Na~cardíacoestáformadoporuna subunidada (260 kDa), que esla que

forma el porodel canaly a la queseunenlos fármacosantiarritmicosdelgrupo 1. En neuronas,

además,de la subunidada, existen dos subunidadesI~ [I~1-36 kDa y I~2-33 kDa) muy

glicosiladas(Hartshorney Catterall, 1981, 1984;Hartshorney cols., 1982;Messnery Catterall,

1985; Catterall,1995).La subunidada estáconstituidaporcuatrodominios, cadauno de los

cualespresenta6 segmentostransmembranales(~¡-~~), quesedisponenen formade a-hélice

(Noday cols., 1984; Fozzardy Hanck, 1996; Balser, 1999) y que estánunidos entresí por

5 ms

Figura 6. Corriente rápida de entradade Na4obtenidaen
miocitos ventriculares de cobayo al aplicar pulsos
despolarizantesde20 ms desdeel potencialde fijación -120
mV hasta distintos valores de potencial. Tomada de
Tamargoy cols., 1998.
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cadenaspeptídicas(Figura7). Los segmentosS5 y ~6 estáncolocadosalrededordel poroy entre

ellos se encuentrauna cadenapeptídicadenominadaregión P. Estasubunidada puedeser

fosforiladapor la protein-cinasaA. La densidadde canalesde Na~ es muy variable en los

distintostipos decélulasexcitables(filíe, 1992),existiendotambiénimportantesdiferencias

entrelos distintostejidoscardíacos.Ello explicaríalas diferenciasen la velocidadde conducción

delpotencialde accióncardiacoy la distintasensibilidada los fármacosquebloqueanlos canales

de Na
4(antiarrítmicos,anestésicoslocales)(Fozzardy cols.,1985;Fozzardy Hanck, 1992,1996).

La inyeccióndel ARNm que codifica la subunidada del canalde Na~ en oocitosde

Xenopuspermitela expresióncanalesde Na~funcionalesquegeneranunacorrienteiónica de

entradade Na~ (INa) de característicassimilaresa las registradasen célulasnativas(Goldin y

cols., 1986;Noday cols., 1986;Auld y cols., 1988; Suzukiy cols., 1988; Cribbsy cols., 1990;

Isomy cols., 1992).La coexpresiónde las subunidadesa y It del canaldeNa~decerebroderata

en oocitosdeXenopusaumentala amplitudy acelerala cinéticade activación,inactivacióny

Figura 7. Representaciónesquemáticade la estructuradel
canalde Na4.

II III

Canal deNa~

A
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recuperaciónde la inactivaciónde la ‘Na (Isomy cols., 1992).Estassonlas característicasde la

‘Na nativa, lo que sugiereque la subunidad13’ modula la actividad de los canalesde Na*

neuronales.Sin embargo,en el corazónexistendatoscontradictoriosencuantoa si la subunidad

a seasociaono unasubunidad13í, lo quepuedeatribuirseala utilizaciónde distintossistemas

de expresión(oocitosde Xenopus,célulasde mamífero)(Coheny Levitt, 1993; Kurzy cols.,

1995; Makita y cols., 1996;Bradleyy cols., 1995;Nuss y cols., 1995;Kupershmidty cois.,

1996; 1998a;Yangy Roden,1996).La subunidadI~2 descritaen neuronas,no seha encontrado

en miocitoscardíacos(Ackermany Clapham,1998).

Al despolarizarlamembranadeunacélulacardíacaseproduceun cambioconformacional

enla estructuradelcanalqueprovocala aperturadelporoiónico, permitiendoel pasodel Nat.

Esteprocesosedenominaactivacióndel canaly requiereel movimientode“partículascargadas”

atravésdelcampoeléctrico transmembrana.EncadasegmentoS
4 del canalde Na~existenentre

5 y 8 aminoácidoscargadospositivamente(argininas,lisinas),porlo quesesuponequeactuaría

comoel sensordevoltaje (Sttihmery cols., 1989a).A favor de estahipótesisestáelhallazgode

que lamutacióndeestosaminoácidoscargadosporotrosneutros,modifica la dependenciade

voltaje del canalde Na~, de tal formaque disminuyela carganetay la curvade activaciónse

desplazahaciapotencialesde membranamáspositivos(Sttilimer y cols., 1989a;Auld y cols.,

1990; Yang y cols., 1996).

La inactivación del canal de Na~ es un procesorápido y prácticamentevoltaje-

independiente.Lapequeñadependenciadevoltaje observadaesdebidaal acoplamientoentrelos

procesosde activacióne inactivación(Armstrongy Bezanilla, 1977; Aldrich y cols., 1983;

Fozzardy Hanck, 1992;Chahiney cols., 1994;Yangy cols., 1994).El procesode inactivación

seelimina trastratar la caracitoplasmáticadel canal con enzimasproteolíticas(Armstrongy

Bezanilla, 1977;Bezanillay Armstrong,1977;Bean,1981; Patlaky Horn, 1982; Gonoi y Hille,

1987;Valenzuelay Bennett,1994;Balser,1999).Realizandomutacionesdirigidasen la región

intracelularque une los dominiosIII y IV seha identificado un grupode tres aminoácidos

hidrofóbicos(isoleucina,fenilalaninay metionina: tripleteIFM) cuyapresenciaesesencialpara

el procesode inactivación(Sttibmery cols., 1989a;Vassilevy cols., 1989; Pattony cols., 1992;

West y cols., 1992; Hartmanny cols., 1994; Balser, 1999).En basea estosresultadosseha

propuestoqueel buclequeunelos dominiosIII y IV actúacomopartículainactivantey los tres
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aminoácidosJFM serianelanclajequeestabilizadalaunióndelbuclea labocaintracelulardel

poro,produciendoasí la inactivacióndel canal.El sitio receptoral queseunidael tripleteIFM

estaríasituado en el segmento~6 del dominio IV (McPhee y cols., 1994). Los residuos

aminoacídicossituadoslos dominiosIII y IV, próximosal bucleintracitoplasmático,constituyen

un “lugarde acoplamiento”quecontribuyeal procesode inactivación(Tangy cols.,1996, 1998;

Smith y Goldin, 1997; Lerchey cols., 1997;McPheey cols.,1998; Filatov y cols., 1998).

El genotipo3 del síndromeRomano-WarddeQTlargo congénito(LQT3), seasocíaa

mutacionesen el genquecodifica la expresiónde la isoformacardíacade la subunidad«~ canal

de Na~ (SCN5A)(Wangy cols., 1995a,b;Georgey cols., 1995; Rodeny cols., 1996; Balser,

1999).Estasmutacionesretrasanel procesode inactivaciónde la ‘Na’ provocandoun aumento

de la entradade Na~ durantela repolarizacióndel potencialde accióncardíaco(West y cols.,

1992;Hartmauny cols., 1994).Estoprovocaunaprolongaciónde la DPA responsableasuvez

de la prolongacióndel intervaloQTquepuedeoriginarlas arritmiasventricularespolimórficas

potencialmentemortales,torsadesdepointes(Bennetty cols., 1995; Dumainey cols., 1996).

Másrecientementeseha descritoquemutacionesque modificanel acoplamientoactivación-

inactivacióny el procesode deactivacióntambiénpuedenocasionarLQT3 (Kambourisy cols.,

1998; Makitaycols., 1998;Weiycols.,1999).

2-’-11.2. CanalesdeCa

Los canalesde Ca»voltaje-dependientesseencuentranen lamembranacelulary en la

del retículosarcoplásmico.A diferenciadelos tejidosneuronales,dondesehanidentificadohasta

seis subtiposde canalesde Ca»(L, N, P, Q, 1 y R), enmiocardiohumanosólo sehandescrito

los L y los T (Bean,1989;Nilius y cols., 1985).

La distinción entrelos canalestipo L y tipo 1 selleva a cabo sobrela basede sus

propiedadescinéticasde activacióne inaetivación(los canalestipo L seactivane inactivanmás

lentamenteque los tipo T) y su distinta sensibilidad farmacológica.Así, los tipo T son

bloqueadospor la amilorida,flunarizinay mibefradilo,mientrasquelos tipo L constituyenla

dianafarmacológicade los antagonistasdel calcio (dihidropiridinas,verapamiloy diltiazem).

Los canalestipo L estánpresentesen todaslas célulascardíacasy a nivel de las células
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muscularesauricularesy ventricularesseacumulanen los túbulosT en íntimo contactocon las

zonasdondesedisponenlos canalesderianodinadelretículosarcoplásmico.Ladistribuciónde

los T esmás variable,siendo mínimasu expresiónen las célulasmuscularesventricularesy

máximaen lascélulasauricularesy automáticas(del nodo SA o de Purkinje) (Mitra y Morad,

1986; Hagiwaray cols., 1988; Bean, 1989; uranoy cols., 1989; Yuan y cols., 1996).Estas

característicasde los canalesT, unidasasu elevadavelocidadde inactivación,explicanporqué

los canalestipo T no participanen el acoplamientoexcitación-contraccióncardíacoy sí en la

regulacióndel automatismocardíaco(Wu y Lipsius, 1990; Hagiwaray cols., 1988).por el

contrario, la entradade Ca» atravésde los canalestipo L, es responsabledel acoplamiento

excitación-contracciónyaqueestimulalos receptoresderianodinay facilitala salidadeCa24del

retículosarcoplásmicohacialasproteínascontráctiles(Bersy Pérez-Reyes,1999).

11.2.1. CanalesdeCa»tipo L.

11.2.1.1.Corrientede Ca2~a travésde los canalestipo L.

Los ionesCa2~estáninvolucradosen latransmisiónde señalesatravésde las membranas

biológicas,así como a nivel intracelular.El flujo de Ca» a travésde los canalesvoltaje-

dependientesse realiza a favor de un gradienteelectroquímico,ya que en condiciones

fisiológicas,la concentraciónextracelularde 24 2+([Ca ]e) esmuchomayorquela intracelular

([Ca24]~) (1.5 mM vs. 0.1 j.tM) y el interior celular se encuentracargadonegativamentecon

respectoal medio extracelular(Hille, 1992).Durantela activacióncelular,la [Ca2~]~aumenta

hasta100 veces(10 HM), debido a la entradade Ca2~ extracelulary a la liberacióndel Ca2~

almacenadoenel retículosarcoplásmico.

El Ca2~queentraatravésde los canalestipo L esresponsablede variosprocesoscomo:

a) el acoplamientoexcitación-contracciónde la musculaturacardíaca,lisay esquelética.b) La

excitabilidadcelulary enparticular,de la despolarizaciónde las célulasde los nodosSA y AV.

c) Lasíntesisy liberaciónde neurotransmisores,sustanciasvasoactivasy factoresde crecimiento.

d) Laquimiotaxisy la diferenciacióncelular, e) La activaciónde diversasenzimas.La corriente

‘Ca,L interviene,junto conla ‘Na y otrascorrientesde 10, en la fasedemesetadel potencialde
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accióncardíaco.La entradade Ca2~duranteestafasedisminuyelavelocidadde repolarización,

por lo queprolongala duracióndel PA cardíaco.Porotraparte,la ‘CaL es la responsablede la

faseO de los potencialesde accióngeneradospor lascélulasde los nodosSA y AV (Carmeliel

y Vercecke,1979;Tamargoy Delpón, 1999).Esresponsable,además,del automatismoanormal

queapareceencélulascardíacasdespolarizadas,de los postpotencialestempranosy del acúmulo

2+

patológicode Ca queaparecedurantela isquemia-reperfusióncoronaria(Tamargo,1995).
La ‘Ca,L cardíacaseactivamáslentamentequela ‘Na’ alcanzasuvalormáximo al cabo

de 1-5 ms y seinactivamáslentamente(x = 20 ms) (Figura8). La ‘CaL presentaun potencial

umbralde activaciónde aproximadamente-30 mV y alcanzasuamplitudmáximaentreO y +10

mV. La magnitudde la ‘Ca,L registradano sólo dependedel voltaje, sino tambiéndel catión

utilizado comotransportadorde cargaspositivasy de suconcentraciónextracelular.Dehecho,

la amplitudde la ‘Ca,L aumentaal incrementarla [Ca24].o al sustituirde formaequimolecularel

Ca2~porBa2~(Cavaliey cols., 1983; Sakmanny Neher,1983;Tsieny cols.,1987;Bersy Pérez-

Reyes,1999).La ‘CaL esinhibidapor diversoscationesdi/trivalentes(Ni, Co, Mn, La) o porlos

denominadosfármacosantagonistasdelcalcio (verapamilo,diltiazem,nifedipina,etc)(Tamargo

Figura 8. Corrientede Ca2~a travésde canalestipoL registrada
en un miocito ventricularde conejoal aplicarunpulsode 150 ms
desde-80hastaO mV. TomadadeBersy Pérez-Reyes,1999.

O mV

-80mV

50 ms
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y Delpón, 1991; Lufl y Haller, 1993;Bersy Pérez-Reyes,1999).

11.2.1.2.Estructurade los canalesde Ca24tipo L cardíacos.

Songlicoproteinasestructuralesde membranaconstituidasporcuatrosubunidades(aíc,

a
2, 13 y 6) (Figura9) (Campbelly cols., 1988; Changy Hosey,1988; Schneidery Hofhiann,

1988; Kuniyasuy cols., 1992; Bersy Pérez-Reyes,1999). La subunidada~ estáunidaa las

subunidades13 medianteunionesno covalentes.Las subunidades«2 y 6 soncodificadasporel

mismofragmentode ARNm,por lo que seconsideraqueformanun complejo(«2/6), unidopor

puentesdisulfuroenel cualel extremoN-terminalperteneceala subunidad«2 y elC-terminal

alaó.

La subunidad«~ (2179 aminoácidos)presentaunagranhomologíaestructuralcon la

subunidada delcanaldeNa~.Estáconstituidaporcuatrodominioshomólogosformadosporseis

segmentostransmembranaunidosentresí porcadenaspeptídicas(Sí-S6)~La subunidad«2 está

constituidapordossegmentostransmembranaunidosentresí porcadenaspeptídicas,mientras

que la subunidad6 estáconstituidapor un único segmentotransmembrana,estandoambas

subunidadesmuy glicosiladas.La subunidad13 estáconstituidaporcuatrosegmentos,unidos por

cadenaspeptídicas,queno puedenserglicosilados,ni poseendominioshidrófobosya queestá

situadaen la zonaintracitoplasmáticade la membranacardíaca(Takahashiy cols., 1987).Esta

subunidadpuedeserfosforiladapordiferentesproteincinasascelulares.

La inyecciónde ARNm quecodificala isoformacardíacade lasubunidada~ («fc) del

canal tipo L en oocitosde Xenopus,originala expresiónde canalesde Ca
24 funcionales,que

generanunacorrienteiónica (‘caL) similar a la generadaen célulasnativas(Mikami y cols.,

1989).La subunidad«~G contieneel poro iónico y el sitio de uniónparalos antagonistasdel

calcio (Lacerday cols., 1991). Sin embargo,la amplitud de estacorrienteesmenorque la

registradaen células nativas, su cinética de activación e inactivaciónestáretardaday su

dependenciadevoltajeestádesplazadahaciapotencialesmáspositivos.Estosresultadossugieren

quelas subunidades«2/6 y 13 modulanla funciónde la subunidad«~c(Haasey cols., 1996).

Al queen el canalde la activacióndel canalde Ca2~igual N&, tipo L exigela presencia

de aminoácidoscargadosque,con la despolarización,sedesplazandentrodel campoeléctrico
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transmembranaprovocandouncambioconformacionalen laestructuradelcanal y la apertura

del poro iónico del mismo.Del mismo modo que en el canalde Na~, los segmentosS4 de la

subunidad«~c poseenunaelevadacantidadde aminoácidoscargadospositivamente(argininas,

usinas),por lo queeséstesegmentoel queactúacomosensordevoltaje (Catterall,1992a, 1995;

Stíiihmer, 1991).

La inactivacióndelcanaldeCa
2~tipo L esun procesoreguladotantoporcambiosenel

potencialde membranacomo en la [Ca2fl,esdecir, es voltaje- y Ca2tdependiente(Kass y

Sanguinetti,1984; Leey cols., 1985; Hadleyy Hume, 1987).Cuandoseestudiala corrientede

Ca2~enausenciade esteión y con Ba2~comoportadorde cargas,el procesode inactivaciónes

lento y monoexponencial,mientrasquepasaa serunprocesobiexponencialrápidoen presencia

2+

de concentracionesfisiológicasde Ca (Kassy Sanguinetti,1984; Leey cols., 1985).Como
consecuencia,laconductanciamáximadel canaltipo L pasade 8-10PSenpresenciade Ca»a

16-24pS en presenciade 110mM de Ba2tSehanrealizadonumerososestudiosparadeterminar

las estructurasdel canaltipo L involucradasen el procesode inactivación,habiéndosepropuesto

que los segmentosS6 de los dominios1, III y IV podríanparticiparen esteproceso(Hering y

cols., 1998).

Figura9. Representaciónesquemáticade la estructuradel canalde Ca»tipo L.

ji iii
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11.2.2. CanalesdeCa» tipoT.

11.2.2.1.Estructurade los canalesde Ca24tipo T.

Los canalesde Ca2~ tipo T presentanunadisposiciónsimilar a la de los canalestipo L.

Estánformadosporcuatrodominiosqueconstande seissegmentostransmembranacadauno de

ellos,siendoel S
4 el segmentoqueactúacomo sensordevoltaje.Recientemente,sehandonado

dossubtiposde subunidad«~ pertenecientesal canaldeCa
2~tipo T, la «iG (Pérez-Reyesy cols.,

1998)y la «íH (Cribbsy cols., 1998),queno presentananalogía(sólo un 15 %) con lasecuencia

de aminoácidosde la subunidad«~ del canaltipo L. Además,en ellasno existeunaregiónde

anclajea la subunidad13. La expresiónde las subunidades«io o ~ sin ningunasubunidad

auxiliar, da lugar a un canalde Ca» que generauna corriente(‘CaT) con las características

similaresa las registradasencanalestipoT nativos.Estoscanalesseactivana-70mV, presentan

una baja conductanciaal Ba2~ (6-8 PS en 100 mM Ba2~) y su inactivaciónes un proceso

exclusivamentevoltaje-dependiente(Bersy Pérez-Reyes,1999).

11.3. CanalesdeKt

Los canalesde 10 sonlos encargadosdeltransportede iones10 atravésde la membrana

citoplasmática,afavor de sugradienteelectroquímico.A diferenciade lo queocurrecon otros

iones,existeunagrandiversidadde corrientesde 10 quepresentanmarcadasdiferenciasen su

cinética,dependenciade voltaje,conductanciay sensibilidadafármacos,mediadoresendógenos

o toxinas.Además,existenimportantesdiferenciasen la densidadde canalesde 10 dependiendo

del tejido cardíaco(aurículavs.ventrículo)e inclusodentrode un mismotejido (endocardiovs.

epicardio,músculovs. Purkinje). El desarrollode lastécnicasdebiologíamolecularhapermitido

donarmásde 60 genesquecodifican lasubunidadc¿ de canalesde 10 (Snyders,1999; Coetzee

y cols., 1999).
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6Tm-ZP 4Tm—2P 2Tm-JP

TWIK TREK TI4SK TRAAK

mwm
eag KCNQ SK 1K Kv Kirl Kir2 KirS Kir4 1<1, 5 Kir 6 Kir 7

Figura 10. Representaciónesquemáticade los canalesde IC donadoshastael
momento.Estánclasificadosenbasealnúmerode segmentostransmembrana(Tm)
queposeen.

Atendiendoa su topología,podemosdistinguir 3 grandesgruposde canalesde K~

(Figuras10 y 11). Enprimer lugar, los canalesde ES formadospor tetrámerosde subunidades

a que constande 6 segmentostransmembranay un único poro (6Tm-lP). A estegrupo

pertenecenlos canalesde K~ voltaje-dependientesy los activadosal aumentarla [Ca»]¡. En

segundolugar, los canales con carácterrectificador interno, formados por tetrámerosde

subunidadesa, quepresentandossegmentostransmembrana(Ml y M2) unidosporel segmento

H5 que es el responsabledel poro y de la selectividaddel canal (2Tm-1P); a estegrupo

pertenecenlos canalesresponsablesde lascorrientescardíacas‘KI’ ‘K(Ach) e ‘K(ATP) (Kubo, 1993;

Jany Jan,1994). Estoscanalespresentanuna secuenciaGYG (glicina-tirosina-glicina)en el

segmentoH5, que constituyeel filtro de selectividady en el extremoC-terminallasecuencia

serina/treonina-X-valina/isoleucina(S/T-X-V/I), quepermitiríael andíajede la subunidada a la

membranacelular.Recientementesehaobtenidola estructuracristalográficadeun canal2Tm-IP

del Streptomyceslividans, (KcsA),proponiéndosequeestaestructurapodríasercomúnatodos

30



Introducción

Figura11. Representaciónesquemáticade la estructurade las subunidadesade los canalesde
K4 cardíacosdonadoshastael momento.
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los canalesde K4 (Figura 12) (Doyle y cols., 1998). Segúnel modelo,unade las hélices,el

segmentoMl revistela luz delporo mientrasquela otra, la queformael M2 quedaembebida

en lamembranalipídica. El Ml estádispuestoperpendicularmenteala bicapa,mientrasque el

M2 estáinclinadounos250. Porello, el porodel canaltieneformade conoinvertido, estandoel

vérticedel mismoen lacaracitoplasmáticay la baseen la caraextracelular.La longituddel poro

esde 45 A, iniciándoseen la caracitoplasmáticaporun túnel de 18 A de longitud,queseabre

a una cavidadde 10 A de ancho en la región central. Tras la cavidad,el poro se estrecha

considerablemente,constituyendoestabarrera,el filtro de selectividad.Esteestáformadoporlas

cadenaspolaresde los restosGYG y determinaunaregiónde 12 A de longitudcon unaluz tan

estrechaquesólolos ionesK4unavezdeshidratadospuedenatravesarla.A lo largodel filtro sólo

puedenencontrarse2 ionesKt separadosporunamoléculade agua,aunadistanciade 7.5 A.

Es importantedestacarque, exceptuandolos restosque forman el filtro de selectividad,los

aminoácidosque constituyenlas paredesdel canal son hidrófobos minimizandoseasí la

interacciónelectrostáticadel K4con el canal,creándosede esaforma,unarutade bajaresistencia

desdeel citoplasmahastael filtro de selectividad.Paracompensarel costeenergéticode la

deshidratacióndel ión al atravesarel filtro, los átomosde 02 de los gruposcarbonilosde los

enlacespeptidicoshacenlasvecesde lasmoléculasde agua,entrandoen íntimo contactoconel

1(~. Unavezqueel K~ hapenetradoen lapartefinal del poro,salehaciael espacioextracelular

porrepulsiónmutuacon otros ionesK4 que yahanpenetradoen elporoiónico.
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11.3.1. Canalesde El’- 6Tm-1Pvoltaje-dependientes.

Dentro de los canales6Tm-1Ppodemosdistinguir aquellosactivadosal aumentarla

[Ca24jj~(familias SK e 1K) y aquellosactivadosporcambiosde voltaje.A partirdelclonajedel

primercanalde 1(~ voltaje-dependiente(canalShaker)(Papaziany cols., 1987;Tempely cols.,

1987;Timpe y cols.,1988, Jany Jan, 1997)de lamoscadel vinagre(Drosophilamelanogaster),

sehanidentificadodistintassubfamiliasde genesquecodificanla expresiónde un grannúmero

de canalesde K4 voltaje-dependientes(Figura 13) (Deal y cols., 1996; Wei y cols., 1996).A

dichoscanalesse les comenzóasignandodistintosnombresde acuerdocon la nomenclatura

propuestapor Chandy (1991), segúnla cual: “Kv” indica que soncanalesde K4 voltaje-

dependientes,el primernúmerorepresentala subfamiliade la familiade laDrosophilade laque

el clon es más análogo,el segundorepresentael númerode orden en el que el clon fue

identificadoy “h” o “r” hacenreferenciaasuorigen,humanoo de rata.

Dentrode la familiaShakersehandonadocanalesrectificadorestardíos(Kvl .1, Kvl .2,

Kvl.5) (Roberdsy Tamkun,1991; Paulmichíy cols., 1991; Tamkuny cols., 1991; Snydersy

cols.,1993)y transitorios(Kvl .4) (Sttihmery cols., 1989b;Roberdsy Tamkun,1991; Tamkun

y cols., 1991).Tambiénsehandonadocanalespertenecientesa las subfamiliasShab(Kv2.1),

Shaw(Kv3.1-Kv3.4),Shal(Kv4.1-Kv4.3),eago erg(HERG) y canalescomoel KvLQT1 que

hansidoincluidosen la familiaKCNQ (Tamkuny cols., 1995;Coetzeey cols., 1999).

La expresiónde los genesquecodificanlos canalescardíacosde K~ enlíneascelulares

ha permitido el estudio de sus característicasbiofisicas y farmacológicas,evitando las

interferenciasde otrascorrientesiónicas(Na,Ca,K) y haservidode baseparacorrelacionarías

con los fenotiposconocidosde corrientesde K4 presentesen miocitoscardíacosnativos.

11.3.1.1.Estructurade los canalesde K+ voltaje-dependientes.

Aunque la expresiónheterólogade las subunidadesa essuficienteparagenerarcanales

de Kt funcionales, se han identificado distintas subunidadesaccesorias,denominadas

subunidades13, que modifican algunasde las característicascinéticaso de dependenciade

voltaje. Generalmente,cuandoel canalesunhomotetrámero,lascuatrosubunidades« peptídicas
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soncodificadaspor el mismogen, mientrasque si esunheterotetrámeroestáconstituidopor

productosde distintosgenes,pero siemprede la mismasubfamilia,ya que existeunabarrera

molecularque impide que seunanpéptidospertenecientesa diferentessubfamiliasde genes

(Salkoffy cols., 1992).Sin embargo,seha descritotambiénla formaciónde heterotetrámerosde

isoformaso variantesobtenidaspor reordenaciónapartir de la expresiónde un mismo gen

(Londony cols.,1997).La existenciade canalesheterotetrámeros,asícomosuunióna diversas

subunidades¡3, podríaexplicarla diversidadde los canalesde K~.

Losmodelostopológicoshanpermitidoconocercómoseproduceelplegamientode cada

Shaker(Kvl.1-Kvl.9)

Shab(Kv2.l-Kv2.2)
Shaw(Kv3.l-Kv3.4)
Shal(Kv4.1-Kv4.3)

KV Kv5 (KvS.1)
Kv6 (Kv6.1)
Kv8 (Kv8.1)
Kv9 (Kv9.1-Kv9.3)

KCNQ KCNQ1-KCNQ3
eag(eagl-eag2)

Eag erg (erg1-erg3)
elk (elkl-elk2)

SK1-.SK4

1K

Figura 13. Clasificación de los canalesde K~ formados por 6 segmentos
transmembranay un único(6Trn-lP) porodonadoshastala fecha.

SK
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unade las 4 subunidadesa queforman el canal.Los 5 segmentoshidrofóbicos(S~-S3; S5. S6)

sedisponende formacircularquedandoel 54 en lazonacentralde la estructuracilíndrica que

organizan(Figura14). Las subunidadesa convenientementeplegadassedisponende modoque

los segmentos55 y ~6, asícomola región115 quelos une,de cadaunade ellas,vanaformar las

paredesdelporo acuoso.La llamada115 o regiónP estáformadapor 19 aminoácidos(Asp431-

Treonina449),presentandola secuenciaVal-Thr-Met-Tbr-Tbr-Val y penetramenosde un

Figura 14. Canal de K
4 voltaje-dependiente.Representación

esquemáticadel ensamblajede los segmentostransmembranapara
formarla subunidad« y la disposiciónde cuatrosubunidadesa y [3para
formarel poroiónico

Subun ¡dad 113

NH,

cooH

CANALESDKK2LVOLTA¡E-DEPENDIENTES (6Tm-IP)

Subun¡dad a

P

NH,
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nanómetroen el interior de la membrana.Estaregiónes la que formalabocaexternadel poro

del canaly estáaltamenteconservadaen todoslos canalesde K4 (MacKinnony Miller, 1989;

MacKinnony Yellen, 1990; Limany cols., 1991;Papaziany cols., 1991;Yelleny cols., 1991;

Yool y Schwarz, 1991; Miller, 1995; Snyders,1999).Los extremosC- y N-terminalesson

intracelularesy varían ampliamentede un canal a otro (Jan y Jan, 1997; Pongs, 1992;

MacKinnon, 1991;Choi y cols., 1993;Lópezy cols., 1994;Dealycols., 1996).

Poro iónico y filtro de selectividad.

La descripciónde la estructuracristalográficadelcanalKcsAhapermitidoidentificarel

poroiónico y el filtro de selectividadqueparecenpresentarunaestructurasimilaren lamayoria

de los canalesde lC~ (Doyle y cols., 1998).El poro del canalestáformadoporel segmento115

que une los segmentosS
5 y S6, el segmento~6 y la regiónpeptídicaqueunelos segmentosS4

y S5, que interactúacon los iones IC~ que atraviesanel canal y con la partícula(bola) de

inactivacióntipo-N queocluyeel canal (Hartmanny cols., 1991;Jsacoffy cols., 1991;Yellen

y cols., 1991;Choi y cols., 1993).Labocainternadel canalestáformadapor la cadenaqueune

los segmentosS4 y S5y por lasregionesprofundasde los segmentosS5 y ~6’ mientrasque la

bocaexterna la forma la cadena115 que une estos dos segmentos.Dentro del poro seha

observadoun estrechamientoque presentala secuenciaGYG y que actúa comofiltro de

selectividad(MacKinnon, 1995),esdecir, queesel encargadode discriminarel ión K
4 frente

al restode iones.Utilizando mutacionesdirigidas sehapodidodemostrarque en elporoiónico

se encuentranlos lugares de unión de fármacoscomo el tetraetilamonio(TEA) cuandoes

aplicado intracitoplasmáticamente(Choi y cols., 1993), fármacosantiarrítmicoscomo la

quinidina(Yeolay cols., 1996),o anestésicoslocalescomolabupivacaina(Valenzuelay cols.,

1995; Franquezay cols., 1997).Aunqueesposiblequela estructurael poro iónico y el filtro de

selectividadpara el canalKcsA seancomunesa todos los canalesde K4, pareceser que la

disposiciónde los segmentosS6de los canalesKv presentaunatorsiónde unos250 cercade la

bocacitoplasmática,determinadapor la presenciade la secuenciaprolina-X-prolina,queno

apareceen los KcsA ni Kir (Figura15) (Del Caminoy cols.,2000).
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estánormalmentepolarizado(canalen estadode reposo/cerrado)el S4 estácasi totalmente

sumergidoen el citoplasma,quedandoexpuestasal medio intracelular5 de sus7 cargaspositivas.

Con la despolarizaciónseproduceunprimerdesplazamientodel S4 haciael exterior.En este

estadointermediotrescargaspositivasestánexpuestasal medio intracelular,tresincluidasen el

espesorde la membrana(desdeR370 hasta R365) y una estáen contactocon el medio

extracelular.El segundopasoconsisteen undesplazamientoadicionaldel S4 haciael exterior,

de modoqueR365 quedaexpuestoal medioextracelular.Algunosde los residuosbásicosque

quedanahoraincluidosen la membranainteractúancon los residuosácidosde los segmentosS2

y 83 (Papaziany cols., 1995; Seohy cols., 1996). Cuandolas 4 subunidades« tienen los

segmentos54 enestaposición,el canalestáabierto.

Modelocinéticode los canalesKv

Los canalesKv puedenadoptar3 configuracionesconformacionales:unaabierta(A), que

permitelasalidadeK
4 y dosno conductoras,cerrada(C) e inactiva(1) (Zagottay Aldrich, 1990).

A potencialesnegativos,correspondientesal potencialde reposocelular, los canalesactivados

porcambiosde voltajeseencuentranen el estadoC. Tras despolarizarla membranalos canales

semuevenhaciaun estadodesdeel cualel canalpuedeabrirse(C*) y, posteriormentede C* al

estadoA. La transiciónC~ ~ esvoltaje- dependiente,mientrasquela transiciónC* — A,

no lo es (Zagottay Aldrich, 1990; Zagottay cols., 1990; Ruppersbergy cols., 1991; Pongs,

1992).La inactivacióndelcanalpuederealizarsedesdeel estadoabierto(A — 1) o sin queel canal

seabra(C* -. 1). Sin embargo,la deactivación,en respuestaa un pulso hiperpolarizante,sólo

puederealizarsedesdeel estadoA, porlo que los canalesen estado1 debentransitarprimeroa

esteestado(1 -. A- C) (Ruppersbergy cols., 1991).Unavezen estadode reposo,el canalestá

encondicionesde activarsede nuevo.

Se han descritodos tipos de inactivaciónen los canalesde IC~ voltaje-dependientes

(Rasmussony cols., 1998).La inactivación tipo-Norápidatienelugaratravésde unmecanismo

de “bolay cadena”(Armstrong,1981;Hoshi y cols., 1990),en la que20 aminoácidosdela zona

N11
2-terminalbloqueanel poro iónico del canaluniéndosea un receptorsituadoen la boca

intracitoplasmáticadel mismo,probablementeenla regiónqueunelos segmentosS4y 85 (Isacoff
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y cols., 1991).Estereceptorquedaexpuestotrasla aperturadelcanaly cuandola bolase unea

él, el canalseocluyey seinactivarápidamente(Zagottaycols.,1990; Ruppersbergy cols., 1991).

Cuandoseacortala longitud de lacadenasuprimiendolos aminoácidosen posiciones23-40se

acelerala velocidadde inactivación,mientrasque si seaumentala longitud de la cadenala

inactivaciónse retrasa(Hoshi y cols., 1990; Zagottay cols., 1990). Estainactivaciónse ve

afectadaenpresenciade fármacosquebloqueanel canaluniéndosealaporciónintracelulardel

mismo (Choi y cols., 1991) o en presenciade mutacionesque suprimenlos primeros20

aminoácidosdel extremoN-terminal o modificanla secuenciaqueunelos segmentosS4 y S5

(Hoshi y cols., 1990; Isacoffy cols., 1991).Sin embargo,no semodificacuandobloqueantes

comoel TEA seaplicandesdelacaraextracelularde lamembranao enpresenciadeunaelevada

LK
4Ie (Choiy cols., 1991; Demoy Yellen, 1991).

La inactivación tipo-C, por lo general,es muchomáslenta e implica cambiosen la

disposiciónde la porciónextracelulardel poro del canalque impidenel pasodel I(~. En ella

participala porciónmásexternadel segmento~6 (A469) (1105W y cols., 1990; Yelleny cols.,

1991)y unatreonina(T449) localizadaen laporciónextracelularde la regiónP (López-Barneo

y cols.,1993).Lacinéticadela inactivacióntipo-Cseretrasaal aumentarla [K4]~(López-Barneo

y cols., 1993)y trasaplicarTEA desdela caraextracelularde la membrana;sin embargo,no se

ve afectadacuandoel TEA seaplicaintracitoplasmáticamente(Choi y cols., 1991).Pareceser

queestemecanismode inactivaciónapareceen todoslos canalesde K4 (Snyders,1999),aunque

en algunoscanales(Kvl .5 y Kv2.1) sehanpropuestootrosmecanismos(Delpóny cols., 1 999a;

Klemic y cols., 1999; Fraziery cols., 1999).

En los canalesquepresentanambostipos de inactivaciónsehandescritointeracciones

entreambasque conducenaunaaceleraciónen la cinéticadel procesode inactivacióntipo-C.

Paraexplicarestainteracciónsehanpropuestodosmecanismos(Figura16) (Rasmussony cols.,

1998):

-Unamodificaciónen la permeabilidaddelcanal.El cambioconformacionalqueproduce

lainactivacióntipo-Ctienelugarcuandoel puntode unión del K~ situadoen labocaexternadel

canalquedalibre. Ello ocurriríaconmayorprobabilidaden presenciadeinactivaciónrápida,ya

queen estascondicioneselporodelcanalestáabiertoperono conduceionesIC~, lo quepermite

queel sitio de unióndelK4 se encuentredesocupado.
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4 subunidadesa paraformar homotetrémerosen los canalespertenecientesalas familiasShaker

y 5/tal (Li y cols., 1992).Estaregiónimpide el ensamblajeheteroméricode subunidadesa de

distintasfamilias. Por el contrario,pareceserque en los canalesHEROy KvLQTl, son los

segmentostransmembranamáspróximosal extremoCOOH-terminal,los queestánimplicados

en el ensamblajeentrelas subunidadesa (Kupershmidty cols., 1998b).

11.3.1.2.CanalesKv4.3.

De los diversosADNQ que codificancanalesde canalesde K4 donadosde ventrículo

humanode la familia Shaker, se propuso que el hKvl.4, que presentauna activación e

inactivaciónmuy rápidasy unagransensibilidada las 4-AP, podríagenerarla ‘tol (Tamkuny

cols., 1991;Tamkuny cols., 1995).Sin embargo,la corrientegeneradaporlos canalesformados

porhomotetrámerosdehKv 1.4 seactivaapotencialesentre20 y 40 mV másnegativosy presenta

unarecuperaciónde la inactivaciónmuchomáslentaque la observadaen las célulascardiacas

(3-8 5 i’S. 25-50ms a -120mV) (Serodioy cols., 1996). Estoshechosparecenindicarquelos

homotetrámerosde hKvl.4 no serianresponsablesde la~ La coexpresiónde canalesKvl.2 o

Kvl .5 conKví .4 aumentalavelocidadde recuperaciónde la corriente,lo quesugiereque los

canalesnativosresponsablesde la ‘tol podríanserheterotetrámerosde Kvl.4 + Kvl.2/1.5. En

1995 seclonó uncanalen el ventrículode ratade la familia Shal (Kv4.2) cuyaspropiedades

cinéticasy sensibilidadfarmacológicasugeríaquepodríagenerarla ‘tol en estaespecie(Barry

y cols., 1995).En el hombrey en el penoseexpresaotro canalde la familia Shal,Kv4.3(Dixon

y cols., 1996; Serodioy cola, 1996),quehoy díaesconsideradoel responsablede la ‘to ~,sin

embargo,su cinéticade recuperaciónde la inactivaciónes más lentaque la observadaen la

corrientenativa(Franquezay cols., 1999),lo quesugierela posibilidaddeque el canalfuncional

estéconstituidoporsubunidadespertenecientesaKv4.3 y porotrasdiferentes,posiblementede

Kv4.2 (Snyders,1999).

Característicasfuncionalesde lacorrientegeneradaatravésde los canalesKv4.3 (Itol).

La~ hasido descritatantoenaurículacomoenventrículodeperro,conejoy humanos
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(Escandey cols., 1982;Shibatay cols., 1989;Wettwery cols., 1994; Carmeliet,1999). Supapel

en la repolarizaciónvaríacon laedady dependedel tejidocardíacoestudiado.La densidadde la

corrienteesmayoren las aurículasqueen los ventrículosy unas4-6vecesmayoren las células

de Purkinje,epicárdicaso tipoM queen las endocárdicas(Antzelevitchy cols., 1991; Wettwer

y cols., 1994),Estasdiferenciasen ladistribucióny en ladensidadde la ‘tol puedenexplicarlas

diferenciasexistentesen los potencialesde acciónregistradosendiferentesregionesanatómicas

del corazón (aurícula, células de Purkinje, ventrículo) y entre epicardio y endocardio

(Antzelevitchy vMs., 1991;Fediday Oiles, 1991).La ‘tal empiezaaactivarsecuandoelpotencial

demembranallegaa-75mV, alcanzasumáximaamplituden 5-20msy seinactivarápidamente

(65 ms), lo que explicala configuraciónen “espiga-joroba”que apareceen los potencialesde

acción registradosen las células de Purkinje y muscularesepicárdicasventriculares.Su

reactivacióntambiénesmuyrápida(50ms) en las célulasauricularesy ventricularesepicárdicas

humanasnormalmentepolarizadas(Fermini y cok., 1992). La cinéticadeestacorrientetiene

implicacionesimportantes.Cuandounacorrienteseinactivadurantela despolarizacióntieneque

reactivarsecuandoelpotencialdemembranaalcanzanivelesmuy negativos(la reactivaciónse

aceleraanivelesnegativosdepotencialdemembrana).Si éstosno sealcanzanduranteun tiempo

suficiente,la 1toí nopodráreactivarseen sutotalidady, como consecuencia,duranteel siguiente

potencialde acciónla magnituddela corrienteactivadadisminuirá,tantomáscuantomáscorto

seael intervalodiastólico.Así pues,la amplitudde la ‘tal esmarcadamentedependientede la

frecuenciacardiaca,jugandoun papelmuchomásimportantea frecuenciascardiacaslentasque

arápidas.La recuperaciónincompletade la inactivaciónexplicaporqué las célulasepicárdicas

muestranun acortamientodela DPAmásmarcadoqueotrascélulasventriculares,afrecuencias

cardiacasrápidas(Anzelevitch, 1991). La ‘tal puedejugar un papel muy variable en la

modulaciónfrecuencia-dependientede la duracióndelpotencialde acción,dependiendode la

rnterrelaciónexistenteentre‘tal’ ICa,L y lascorrientesrectificadorastardiasencadatejido cardiaco

(Fermini y cois., 1992). En las células en las que la ‘tal es la principal responsablede la

repolarización(33% de las células auriculares,células epicárdicasventriculares),su bloqueo

prolongamarcadamenteladuracióndelpotencialde acción.Enlas célulasen las que la ‘tal está

casi ausente(33%de las célulasauriculares),el bloqueodeestacorrientenomodificaladuración

delpotencialde acción.Porel contrario,en lascélulasenlas quela ‘tal coexisteconlas corrientes
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rectificadorastardías(33%de las célulasauriculares,célulasde Purkinjey célulasendocárdicas

ventriculares),subloqueodesplazala fase2 del potencialde acciónhaciavaloresmáspositivos,

lo que acelerala inactivaciónde la ‘Ca,L y la activación de las corrientesde salida de K4,

produciéndoseun acortamientode la duracióndel potencialde acción(Hondeghem,1992;

Fermini y cols., 1992; Carmeliet,1993a;Antzelevitchy Sicouii, 1994; Courtemanchey cols.,

1999).Portanto, los bloqueantesselectivosde la bol aumentanla dispersiónde la refractariedad

ventriculary facilitan la apariciónarritmiasporreentrada.

Propiedadesfarmacológicasdela ‘tQí•

Estacorrientees inhibidapor4-aminopiridina(4-AP) (Tsengy Hoffman, 1989),TEA

(Roberdsy cols., 1993), flecainida(Slawskyy Castle,1994),quinidina(Imaizumiy Giles, 1987)

o terfenadina(Ackermany Clapham,1998) (Tabla3). Todosellosbloqueanel estadoabiertodel

canal, por lo que la inhibición de la ‘tol aumentaa nivelesdespolarizadosdel potencialde

membrana.Lamayoríade los fármacosantiarrítmicosquebloqueanla ‘tol tambiéninhibenotras

comentesiónicascardíacas,lo quecomplicaaúnmásla prediccióndel efectoqueestosfármacos

produciríansobrela DPA.

Tabla 3. Propiedadesfarmacológicasde ‘tol

DE
50

0.5 M

3-10 vM

3.3 gM

3.9 gM

Fármaco

Clofilio

Quinidina

Flecainida

Propafenona

Tedisamil

Imipramina

Bupivacaina

4-AP

6 gM

3.7 ~M

22 iM

1.9 mM

Cita bibliográfica

Castle, 1991

Jmaizumiy Oiles, 1987

Slawskiy Castle, 1994

Wangy cols., 1995c

Dukesy cols, 1990

Delpóny cols., 1992

Castle,1990

Wangy cols., 1993
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11.3.1.3.CanaleshKvl.5.

En 1991, seclonó,apartirde ventrículohumano,el genresponsablede laexpresiónde

un canalde K+ voltaje-dependiente,pertenecientea la familiaShaker,el canalhKvl.5 (Tamkun

y cols., 1991)que generael componenteultrarrápidode la corrienterectificadoratardíao ‘Kur

(Wangy cols., 1993).La proteínadel canalconstade 605 aminoácidos(66.6kDa) y el canal

funcionalpareceserun homotetrámero(Snydersy cols., 1999).La proteínaque constituyeel

canalhKvl .5 estápresenteenigual proporciónentejido auriculary ventriculary enlas células

musculareslisas vascularescoronariasde niños recien nacidosy de adultos, localizándose

fundamentalmentea nivel de los discosintercalaresde la célula (Snydersy cols., 1999).Sin

embargo,el canalhKvl.5 sólo esfuncionalenla aurícula(Wangy cols., 1993),dondelaproteína

selocaliza a lo largode todala membrana(Roberdsy Tamkun,1991; Tamkuny cols., 1991).

Estosugierequesólo los canalesqueselocalizananivel longitudinalgenerancorrientesiónicas,

mientras que los que se encuentranen los discos intercalaresestaríanimplicados en la

comunicaciónintercelular.Estecanalpresentadospuntosde fosforilaciónparalaproteincínasa

A (555y 575).La expresióndel genquecodificael canalhKvl .5 aumentaporglucocorticoides

y hormonastiroideas,disminuyealdespolarizarla membranapealy cols., 1996;Levitany cols.,

1995), tras adrenalectomía(Dealy cols., 1996) y en el miocardiohipertrofiado(Matsubaray

cols.,1993)y sesuprimeporel ácidoaraquidónicoy otrosácidosgrasosinsaturados(Honoréy

cols.,1994).La expresióndehKvl .5 tambiénaumentaporel AIvIPc produciendoun acortamiento

de laDPA (Mori y cols., 1995).El genquecodificaestecanalseha expresadode formaestable

en líneascelularesde mamífero,lo quehapermitidoel estudiode las característicasfuncionales

y farmacológicasde estacorriente,así como demostrarquesecorrespondecon lacorriente‘Kur

previamentedescritaen miocitos auriculares(Fediday cols., 1993; Snydersy cols., 1993;

Valenzuelay cols., 1995;Dealy cols., 1996;Delpóny cols., 1999a;Snyders,1999).

Característicasfuncionalesde la corrientegeneradaatravésdelos canaleshKvl.5 (1Kur)~

La activaciónde los canaleshKvl .5 generaunacorrientede salidade K~ (iKur) cuya

amplitudaumentaprogresivamentecuantomayoresel pulso despolarizante.El canalhKvl .5
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presentaunaalta selectividadparael K~ (PNa/PK 0.007)(Snydersy cols., 1993)y rectificación

externa. Dos hechosconfirmanestarectificación: 1) aunquela relación corriente-voltajea

potencialespositivos(> O mV) es lineal, su extrapolaciónno coincide con el potencialde

inversiónde la corrientey, 2) la relaciónde la amplitudde la corrientede cierrey la corriente

activadadurantela despolarizaciónessistemáticamenteinferior a la relaciónesperadaparaun

canalselectivoal K~ conconductanciaóhmicao lineal(Hodgkiny Huxley, 1952;Snydersy cols.,

1993).Sucinéticade activaciónesmuyrápida,(t <2 ms a +60mV) y sigmoidal,es decir,que

la activacióndel canalno seproduceinstantáneamentedespuésde la despolarizaciónde la

membrana,sino que existeunpequeñoretraso,lo quele confierepropiedadesde rectWcador

tardío ultrarrápido. Esteretrasoen la activaciónsedebeaque el canalpasaatravésde diversos

estadoscerradosno conductores(“C”) antesde abrirse(“A”). En 1998 sepropusoun modelo

cinéticoparael canalhiKvl.5, que asumíala existenciade varios estadosabiertose inactivos

(Rich y Snyders,1998)

(Cnt ~ 12).

Esto le diferenciadel modelo propuestoparalos demáscanalesde la familia Shaker(Koreny

cols., 1990; Zagottay Aldrich, 1990).Puestoque la relación I-V no eslineal, la curva de

activación,querepresentala conductanciadelcanalen funcióndel potencialdemembrana,se

calculaapartir de la amplituddel pico máximo de las corrientesde cierre o de deactivación

(“corrientesde cola”). Los dosparámetrosquedefinenestacurva,Eh (voltajeal cualel 50 % de

los canalesestá abierto) y k (pendientede la curva), alcanzanvaloresde -4.3 y 8.0 mV,

respectivamente,en miocitosauriculareshumanos(Wangy cols., 1993). Cuandoseexpresael

genhiKvl.5 en líneascelulares,seobtienendistintosvaloresde Eh y k: -14y 5.9mV en células

LtlC (Snydersy cols., 1993)y -7 y 7 mV en célulasrenalesde embriónhumano(célulasHEK)

(Zhangy cols., 1997).La activacióndel canalhKvl.5 seproduceapotencialesde membranaque

secorrespondenconla fase2 o mesetadelpotencialde accióncardíaco(entre-30y O mV), lo que

indica su papelen el control de la DPA. Al repolarizarlamembrana,la corrientesedeactiva,

correspondiéndoseesteprocesoconel cierre irreversibledel canal,esdecir,conel pasodelcanal

desdeel estadoabierto(A) al estadocenado(C).

La corriente hiKvl .5 disminuye lentamentedurante la despolarizaciónmantenida
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(aproximadamenteun 20% a +60 mV), lo que indica que presentauna inactivaciónlentae

incompleta,cuyacinéticasepuedeajustaraunafunciónmonoexponencialobteniéndoseuna

constantede tiempoqueesindependientedel voltaje (t~ 160ms apotencialesentre-10mV y

+60 mV), Estainactívaciónseaceteny aumentade formamuy marcadaatemperaturasaltas

(Rich y Snyders,1998)y seelimina tras la mutaciónde la arginina-485situadaen la cara

extracelulardelcanalhKvl .5 (Caballeroy cols., 1999).Existenalgunosdatosqueparecensugerir

la posibilidadde la inactivacióndelcanalhKvl.5 poseaun mecanismodiferenteal tipo-C y N

propuestosparalos canalesShaker.En primer lugar, el canalhiKvl .5 no presentaun largo

dominio NH2-terminalqueserianecesarioparaqueexistaunainactivacióntipo-N (Snydersy

cols.,1993)y en segundolugar,al aumentarla [K
4]

0seobservaun incrementoen la inactivación

de la corriente(Delpóny cols., 1999a),justo lo contrariode lo que sucedeen los canalesde la

familia Shakercon inactivacióntipo-C, en los que al aumentarla [K~]~se disminuye la

inaetivación(López-Bameoy cols., 1993).

Lacoexpresiónde lasubunidad« del canalhKvl.5 con las subunidadesKv132.l o Kv[31.3

desplazaunos20 mV elumbralde activaciónhaciavaloresmásnegativos(los canalesseabren

a potencialesa los que previamenteestabancenados),la corrientese inactiva rápiday

parcialmenteapotencialespositivosa O mV y sedeactivamáslentamente(t= 35 vs. 8 ms a -50

mV) (Uebeley cols., 1996).Másaún,los ésteresde forbol no modificanlacorrientecuandose

expresael canal hKvl.5 en oocitos de Xenopus,pero la suprimencuandose coexpresan

conjuntamentehKvl.5 y Kv[31.3 (Murray y cols., 1996).

Propiedadesfarmacológicasde la ‘Kur•

Lacomente‘Kur essensibleaunagrancantidadde fármacosde estructurasmuydiferentes

(Tabla4).Porejemplo,essensibleafármacosantiarrítmicoscomola quinidina(Snydersy cols.,

1993), a anestésicoslocalescomo labupivacainao la benzocaina(Valenzuelay cols., 1995;

Delpóny cols., 1999a),antihistamínicosH1(Yangy cols., 1995; Delpóny cols., 1997; 1997b;

Caballeroy cols., 1997;1999)y a 4-AP (Snydersy cols., 1993). Sin embargo,presentaunabaja

sensibilidadfrenteal TEA, lo quele diferenciadeotrascorrientesrectificadorastardíaspresentes

enmiocardiohumano,‘Kr e ‘Ks
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Tabla 4. Fármacosqueinhiben la corriente‘Kur

Fármaco DE50 Cita bibliográfica

Antiarrítmicos

Quinidina 6 gM Snydersy cols., 1993

Clofilio 0.15 íM Snydersy cols., 1993

Propafenona 4.4 jM Franquezay cols., 1998

Bradicardizantes

S-16257-2y5-16260-2
29y41 iM Delpónycols.,1996

Zatebradina 1.8 j.tM Valenzuelay cols., 1996

Bertosamilo (10 ~tMinhibenel 39 %) Tessiery cols., 1997

Anestésicoslocales

Enantiómerosbupivacaina 4 y 27 ~M Valenzuelay cols., 1995

Ropivacaina 80 .tM Valenzuelay cols., 1997
Enantiómerosmepivacaina 290 y 380 uM Longobardoy cols., 1998

Benzocaina 900 jiM Delpóny cois., 1999a

Antihistamínicos

Terfenadina 0.88 jxM Yangy cols., 1995
Loratadina 1.2 gM Delpóny cols., 1997

Descarboetoxiloratadina 12 ¡tM Caballeroy cols., 1997

Rupatadina 2.4 gM Caballeroy cols., 1999

Otros

Nifedipino 19 jxM Zhangycols.,1997
Verapamilo 45 jiM Rampey cols., 1993

4-AP 180 gM Snydersy cols., 1993

TEA > 150 mM Snydersy cols., 1993
Dendrotoxina-I > 100 mM Snydersy cols., 1993

La inhibición selectivade la ‘Kur’ no producemodificacionesen laduracióndelpotencial

de accióncardíaco,lo quepareceserdebidoa queel predominiode lascorrientesde entradaen

la fasedemesetadcl potencialde acción,lleva al potencialdemembranaavaloresmáspositivos

(>0 mV), aumentandola activaciónde las corrientesde salidade K~ rectificadorastardíasque

seactivanmáslentamente,‘Kr e ‘Kg. Por el contrario,la inhibición conjuntade la ‘Kur y la ‘Kr
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produce una marcadaprolongación en la duración del potencial de acción auricular

(Courtemanchey cols., 1999).Estehechotieneunagranrelevanciasi tenemosen cuentaquela

corriente‘Kur presentaunagransensibilidadafármacosqueademásinhiben la ‘Kr’ lo quepuede

estarrelacionadocon susefectospro- o antiarritmogénicos.

11.3.1.4.CanalesHERG.

El genHERO (HumanEagRelatedGene)seclonó apartir deunalibreríade ADNC de

hipocampohumano,aunqueesen el tejidocardiacodondeseexpresade formamásabundante

(Sanguinettiy cols., 1995). El canalHEROesun heterotetrámerode dostiposde subunidades

« muy similaresentresi, HERGA y HERGB(Londony cols., 1997),que sonelproductode la

diferentereordenaciónde los ARNm obtenidosa partirdelmismo gen.Muy recientemente,seha

descritoque el canalHEROestáunido a unasubunidad¡3, muy similar a la asociadaal canal

KvLQTI (minK) paraformarloscanalesquegeneranla corriente‘Ks’ denominadaMIiRP 1 (minK-

relatedpeptide1) (Abbot y cols., 1999). MIRPí esunaproteínade 123 aminoácidos,con un

segmentotransmembranay que seexpresaen el músculocardiacoy esquelético.Presentados

puntosde glicosilación(N6, N29) y dos de fosforilacióna travésde laproteíncinasaC (T71,

S74).TraslaexpresiónconjuntadelcanalHEROy delaproteínaMIRPI en oocitosde Xenopus,

seobtieneuna corrientede salidade K~ cuyas característicasfuncionalesy farmacológicas

coincidencon las de la corriente‘Kr presenteen miocardiohumano(Sanguinettiy cols., 1995;

1996a;Snydersy Chaudhary,1996; Zhouy cols., 1998; Johnsony cols., 1999;Berubéy cois.,

1999).Recientemente,seha descritoque mutacionesy delecionesen el gen que codifica la

expresióndel canalHERO,situadoen el cromosoma7, sonlas responsablesde laaparicióndel

genotipo2 del síndromedeQT largocongénito(LQT2) (Currany cols.,1995).Enestospacientes

seobservaunamarcadaprolongacióndelintervaloQTdel electrocardiogramaquepuedeproducir

taquicardiasventricularespolimórficasdenominadastorsadesdepointes,que puededarlugara

fibrilación ventriculare inclusoa lamuertedelpaciente(Rodeny cols., 1996).Tambiénsehan

descritomutacionesen el genquecodifica laMIRPí (KCNE2) responsablesde la aparicióndel

genotipo6 del síndromede QT largo(LQT6) (Abbot y cols., 1999).
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Característicasfuncionalesde la corrientegeneradaa travésdel canalHERG (‘Kr)~

Los canalesHEROseactivanapotencialespositivosa -40mV, generandounacorriente

que aumentaprogresivamentehastaalcanzarun máximoentreO y +10mV. A potencialesmás

Figura 17. Rectificacióninterna de la comente ‘Kr• A. Trazos de
corriente ‘Kr registrada en una célula CHO al aplicar pulsos
despolarizantesde 5 s desde-80 hasta+60 mV. B. RelaciónI-V con
formade “campana”.C. Corrienteobtenidaen un oocito deXenopusal
aplicarunprimerpulsohasta+40 mV, hiperpolarizandodespuésa -120
mv. Tras el siguientepulso hasta+40mV seobtieneunacorrientede
granamplitudqueseinactivarápidamente.Al repolarizarhasta-40mV
seregistrala corrientede cierreen la que seobservael aumentoen la
comentecuandoel canalpasadel estadoinactivoal abierto.
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positivos,la amplitudde lacorrientedisminuye(Figura1 7A), lo queresultaen unarelaciónI-V

con forma de “campana”(Figura 17B). Es decir, que el canalHERO presentaunamarcada

rectificacióninternaqueesdebidaaquela velocidadcon la queel canalseinactivaen respuesta

a la despolarizaciónesmayorquelavelocidada la cualseactiva.Al repolarizarla membrana

hasta-120 mV, seobservaunacorrientede cierrede unagranamplitud,mayorinclusoque la

corrientemáximade salidade K~ generadadurantela despolarización(Figura 17C). Estos

hallazgosindican que al aplicar un pulso despolarizanteel canal HERO se activa, pero

rápidamenteel canalpasaal estadoinactivo. Si ahorarepolarizamoslamembranahasta-120mV

el canal se reactivamuy rápidamente(Figura 18), por lo que al aplicarun segundopulso

despolarizantelos canalesse abren.El mecanismode inactivaciónde los canalesHEROesde

tipo-C (Sanguinettiy cols., 1995),lo cualsefundamentaen las siguientesobservaciones:1) la

inactivaciónsesuprimecuandoserealizanmutacionesdirigidasen el aminoácidosituadoen la

posición631, queesel equivalenteal situadoen posición449 en los canalesShaker,así como

enresiduosde laporciónextracelulardel segmento~6• Sin embargo,cuandolas mutacionesse

realizanen el extremoNH2 -terminal,no seobservanmodificacionesen la inactivación,lo que

Figura 18. Representaciónesquemáticade la cinética de
activación,inactivacióny deactivacióndel canalHERO. y y 8
representanlas constantesde tiempo de los procesosde
activación y deactivación,respectivamente.« y ¡3 son las
constantesde tiempode inactivacióny de recuperaciónde la
inactivación,respectivamente.
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pareceindicarqueel mecanismono puedeserdeltipo-N (Schónherry Heinemann,1996; Smith

y cols., 1996; Spectory cols., 1996). 2) Al incrementarla [K~]e, seretrasala cinéticade la

inactivación(Yang y cols., 1997).3) Cuandoseaplica TEA intracitoplasmáticamente,no se

observaningúnefecto,mientrasque,cuandose aplicaen lacaraextracelularde la membrana,se

observaunadisminuciónen la amplitudde la ‘Kr y un retrasoenla cinéticade la inactivación.

La corriente‘Kr presentaunacinéticade activaciónmás lenta quela de la ‘Kur’ que se

ajustaaunafunciónmonexponencial,siendosuconstantede tiempo de 2 s a-20mV y de 188

ms a±20mV. (Snydersy Chaudhary,1996).Los valoresde Eh y k de la curvade activaciónde

la corriente ‘Kr obtenidostras ajustarla amplitud de las corrientesde cierre en función del

potencialde membranaa una función de Boltzmann,alcanzanvaloresde -14 y 7.7 mV, en

miocitosventriculareshumanos(Li y cols., 1996).Cuandoseexpresael genHEROen unalínea

celular,los valoresdeEh y k oscilanentre-15 y 8 mV y -8 y 7mV, respectivamente,dependiendo

de que sehayaexpresadoen oocitosde Xenopus(Sanguinettiy cols., 1995) o en Célulasde

Ovario de Hamsterchino (CHO) (Berubéy cols., 1999), respectivamente.La deactivación

presentauna cinética un poco máslentaque la de la activaciónque seajustaauna función

biexponencialpresentandounaconstantede tiemporápiday otralenta (‘ur = 210msy r1 = 1400

ms a -40mV, respectivamente)(Snydersy Chaudhary,1996).

Otracaracterísticaquedistinguela corriente‘Kr de otrascorrientesde salidade K~ essu

respuestafrente a cambiosen la [K~]e (Sanguinettiy Jurkiewicz, 1992). Cuando la LK~]e

disminuyecabríaesperarun aumentoen la amplitudde la corriente,en respuestaal aumentodel

gradientede concentración.Sin embargo,la amplitudde la corriente‘Kr disminuyeal reducirla

[K~]e, lo quepodríaexplicarporqué la hipokalemiaesun factorde riesgoparala torsadesde

pointesenpacientestratadoscon fármacosbloqueantesde la ‘Kr (Rodeny cols., 1986,Rodeny

George,1997).

Propiedadesfarmacológicasde la corriente‘Kr~

Estacorrienteesresponsablede la repolarizacióny de laduracióndelpotencialde acción

afrecuenciaslentas,porlo queenestascircunstancias,la inhibiciónde laI~ prolongaladuración

delpotencialde acción.Supapelafrecuenciasaltas(durantela taquicardia)disminuye,hechoque
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tieneunagranimportanciafarmacológica,yaqueaquellosfármacosquebloqueanselectivamente

la ‘Kr (dofetilida, almokalant,d-sotalol,E-4031), produciránunamarcadaprolongaciónde la

duracióndel potencialde acciónafrecuenciaslentas,quefacilitarála apariciónde torsadesde

pointes;porel contrario,durantela taquicardiael efectosobrela duracióndel potencialde acción

seránulo,justocuandoserequierequeel fármacoantiarrítmicolaprolongue.

Lacomente‘Kr constituyeladianafarmacológicano sólo de los fármacosantiarrítmicos

del grupoIII (Sanguinettiy Jurkiewicz,1990a;Carmeliet,1992;Jurkiewiczy Sanguinetti,1993;

Snydersy Chaudhary,1996),sino quetambiénesinhibidapormuchosotros fármacos(Tabla5).

Como consecuenciade la inhibición en la corriente‘Kr’ todos estos fármacosretrasanla

repolarizacióncardíacay prolonganladuracióndel potencialde acción(Courtemanchey cois.,

1999), lo quesemanifiestacomo un incrementoen la duracióndel intérvaloQT del ECO. Sin

embargo,estaprolongaciónes más marcadaa frecuenciascardíacaslentas que a rápidas,

fenómenoque se ha denominado“dependenciade frecuenciainversa”. El hecho de que el

bloqueoseamásmarcadoa frecuenciascardíacaslentasexplicala prolongacióndelintervaloQT

(síndromede QTlargo adquirido), queseobservaen pacientesconbradiarritmiaso bloqueos

aurículoventriculares.
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Tabla5. Fármacosqueinhiben la corriente‘Kr

Fármaco DE50 Cita bibliográfica

AntiarrítmicosgrupoIII

Dofetilida 31.5 nM Jurkiewiczy Sanguinetti,1993

E-4031 397 nM Sanguinettiy Jurkiewicz,1990a

Clofilio 150 niM Suessbrichy cols., 1997a

Ambasilida 5.6 1iM Zhangy cols., 1992

Azimilida 1.4 ~tM Buschy cols., 1998

Sotalol 88 jiM Sanguinettiy Jurkiewicz,1 990a

Almokalant 50 nM Carmeliet,1993b

Amiodarona 9.8 ~M Kiebny cols., 1999

Otros antiarrítmicos

Flecainida <10gM Folímer y Colatsky, 1990

Propafenona 1 ¡.tM inhibe el 100% Delpóny cols., 1995

Quinidina 1 íiM inhibe el 75% Poy cols., 1999

Antihistamínicos

Terfenadina 350 nM Roy y cols., 1996

Astemizol 0.9 nM Suessbrichy cols., 1996

Otros

Ketoconazol 49 jM Dumainey cols., 1998

Verapamilo 143 nM Zhangy cols., 1999

Diltiazem 17.3 gM Zhangy cols., 1999

1-laloperidol 1 gM Suessbrichy cols., 1997b

Cisaprida 6.5 nM Mohammedy cols., 1997
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11.3.1.5.CanalesKvLQT1 + minK.

Recientemente,seha descritoque la corrientede K~ rectificadoratardíade activación

lenta, ‘Ks’ esel resultadode la coexpresióndel genKCNQ1,que codifica la expresionde una

subunidad« de un canalde K~ voltaje-dependiente(676 aminoácidos),KvLQT1 y del gen

KCNE1 que codifica la expresiónde una subunidad f3 moduladorade 130 aminoácidos

denominadaminK (minimalpotassium-channelprotein)(Barhaniny cols., 1996; Sanguinettiy

cols., 1996b).La expresiónde la subunidadminiK en oocitosde Xenopuspermiteregistraruna

corrientedesalidade K4 similar a la ‘Ks cardíacahumana,lo quesugierelaposibilidaddeque

minK se ensamblecon la proteínaKvLQT1, homólogaa laproteínahumana,presentede forma

endógenaen los oocitos.Estohizo pensar,en un principio,quela subunidadminiK formabalos

canalesque generanla comente‘Ks (Sanguinettiy cols., 1996b).El gen KvLQT1 o KCNQ1

codifica la expresiónde un canal de K~, formado por 4 subunidadesa, constituidaspor 6

dominiostransmembrana,cadauna de ellas. Los canalesnativosparecenestárformadospor

heterotetrámerosconstituidospor isoformas tipo 1 y tipo 2 del gen KvLQT1, unidos a la

subunidadminiK (Demolombey cols., 1998).El genKvLQT1, que seencuentrasituadoen el

cromosoma11, fue donadotrascomprobarquemutacionesa estenivel eranresponsablesdel

genotipo1 del síndromede QTlargocongénitoRomano-Ward(LQT1) (Wangy cols., 1996).

El ARNm deKvLQT 1 seexpresaabundantementeencorazóny, enmenormedidaen elpancreas,

riñón, pulmón(Sanguinettiy cols., 1996b)y en lastria vascularisdel oído interno(Neyroudy

cols.,1999).Enel oídointernoestecanalesresponsablede la homeostasisdelK~ enla endolinfa;

dehecho,el déficit del alelo paternoy maternodel genque lo codificacausasorderabilateral

congénita,es decir, presentaun patrón autosómicorecesivo(Splawski y cols., 1997). La

subunidadminiK poseeunúnicosegmentotransmembrana;suextremoNH
2-terminalestásituado

en lacaraextracelularde la membrana,mientrasqueel extremoCOOH-terminalestásituadoen

la intracelular(Kaczmareky Blumenthal,1997).El ARN~ deminK tieneunadistribuciónsimilar

a la de KvLQT1, aunquetambiénseha encontradoen el úteroy enel ojo (Felipey cols., 1994;

Folandery cols., 1990; Ooldstein, 1996; Honoré y cols., 1991; Takumi y cols., 1988),

Recientemente,sehandescritodiversasmutacionesen el genquecodificaparaminK quesonlas

responsablesdel síndromede QTlargocongénitotipo 5 (LQT5) (Splawskiy cols., 1997).
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Característicasfuncionalesde la corriente generadaa través de los canalesKvLQTI+minK

(1K?.

La expresióndel genKvLQTt enunalíneacelulardemamífero,permiteregistraruna

corrientede salidadeK~ con característicasdiferentesde las observadasen la corrientenativa ‘Ks

(Figura 19A). Así la corrientegeneradapresentauna activación rápida,que se ajustaa una

funciónbiexponencial,cuyasconstantesde tiempoa+60mV sonde20 ms la rápiday de 940 ms

la lentay su amplitudesmuy inferiora la registradacuandosecoexpresanKvLQT1 y minK

(Tristani-Firouziy Sanguinetti,1998).Seactivaapotencialesmásnegativosquela ‘K,’ siendo

suEh de -12 mV y suk de 13 mV (Sanguinettiy cols., 1996b).Ladeactivaciónde la corriente,

porel contrario,presentaunacinéticamáslenta (986 ms a -30mV) y seobservaun aumento

inicial de la amplitud de las corrientesde cierre, lo que les confiereunaforma de “gancho”

característica,queesdebidoala recuperacióndel canaldesdeel estadoinactivo.La inactivación

presentaunacinéticalentay voltaje-dependiente.

Cuandoseexpresala subunidadminK en célulasde mamíferono seobtieneninguna

corrientevoltaje-dependiente(Figura19B), lo queconfirmaqueno escapazde formarunacanal

iónico por sí misma (Barhaniny cols., 1996; Sanguinettiy cols., 1996b).Sin embargo,al

coexpresarlos genesKvLQTl o KCNQ1 y minK o KCNE1, seobtieneunacorrientequepresenta

las mismascaracterísticasquela corrientecardiaca‘Ks (Figura19C).

La activaciónde los canalesKvLQT1±minKoriginaunacorrientede salidade K~ cuya

amplitudaumentasegúnel pulsodespolarizanteesmáspositivo.Presentaunaactivaciónmuy

lenta,siendonecesariaparasuajusteunafimción exponencialde trescomponentes(‘r1= 0.7 ms;

z2~ 1.5 ms y t3 16.5 ms; a+30mV) (Sanguinettiy cols., 1996b).Estacorrienteseactivaa

potencialesmás positivos que las otras dos corrientesrectificadorastardías presentesen

miocardiohumano,‘Kur e ‘Kr’ presentandounosvaloresde Eh y k de lacurvade activaciónde 7.5

y 16.5 mV, respectivamente(Sanguinettiy cols., 1996b).Al contrariode lo queocurríacuando

seexpresabasólo KvLQT1, la corrientegeneradacuandosecoexpresanKvLQTl y minK no

presentainactivación,porlo queno seobservael “gancho” al inicio de las corrientesde cierre

(Sanguinettiy cols., 1996b).La corriente‘Ks tambiénpresentaunalentacinéticade deactivación,

que puedeserajustadaa una función biexponencial(tr
302 y ‘r

1= 2230 ms). Su amplituda
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Figura 19. Expresiónde KvLQTl (A), minK (C)y KvLQT1 + miniK (B) en células
CHO. Se han representado las corrientes iónicas registradas al aplicar pulsos
despolarizantesde 1 s (A) y 7.5 s (B y C) desde-60 hasta ±40mV. Tomadade
Sanguinettiy cols., 1996b.

frecuenciasinusalnormalespequeña;sin embargo,a diferenciade lo queocurrecon la ‘Kr’ al

aumentarla frecuenciade estimulaciónsu amplitudaumentaprogresivamentedebido a su

activaciónmantenida,yaqueal acortarseel intervalodiastólico,ésteesinsuficienteparaquese

completela deactivación(Delpóny cols., 1995).Esteesel mecanismopor el cualcuandola

frecuenciacardiacaaumenta,laDPA disminuye,yaqueenestascondicionesla ‘Ks eslacomente

que la controla.

Propiedadesfarmacológicasde la corriente ‘Ks~

La ‘Ks es inhibida de forma selectivapor el cromanol (Boschy cols., 1998). El

isoproterenolaumentala amplitudde la ‘Ks’ lo quepodríaexplicar,en parte,porquéacortala

duracióndel potencialde accióny antagonizalos efectosde los fármacosquebloqueanla ‘Kr~

Tambiénseinhibe porotros fármacosantiarrítmicosquebloqueanotrascorrientesde K~ como

A B
KvLQfl
+ minK

lOOpA mA

c
mA

U

SOOms 2s
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clofilio, propafenona,quinidinao amiodarona(Arenay Kass,1988;Delpóny cols., 1995;Balser

y cols.,1991;Boschy cols., 1996)o el diuréticoindapamida(Turgeony cols., 1994).El bloqueo

de la ‘Ks prolongala duracióndel potencialde acción, lo quepuedeconstituirun mecanismo

antiarrítmicoo bien, desembocaren un síndromede QTlargo adquirido. Por el contrario,el

isoproterenolacortala duracióndelpotencialde acción(Sanguinettiy cols., 1991).

Tabla 6. Propiedadesfarmacológicasde la corriente ‘Ks~

Fármaco DE50 Cita bibliográfica

Antiarrítmicos

Azimilida 5 ktM Buschy cols., 1994

Clofilio 50 iM Arenay Kass,1988
Propafenona 5 gM inhibe el30% Delpóny cols., 1995

Ambasilida 32 1iM Zhangy cols., 1992

Sotalol >100jM Sanguinettiy Jurkiewicz,1990a

Tedisamil 2.5 gM Dukesy cols., 1990

Quinidina — 50 p.M Balserycols., 1991

Amiodarona 10 jtM inhibe el 20% Boschy cols., 1996

Otros

Cromanol 1 iM Boschy cols., 1998

Terfenadina 10 p.M Delpóny cols., 1999b

Indapamida 100 iM Turgeony cols., 1994
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111. Mecanismo de acción de los farmacos que actúan sobre canales iónicos voltaje-

dependientes(Hipótesis del receptor modulado).

La interacción de un fármaco con un canal iónico puedeconsiderarseuna interacción

fármaco-receptorclásica,si bien hay que tener en cuentaque el canal iónico seencuentra dentro

de una membrana lipídica y estácambiandode conformación influenciado por el campoeléctrico

transmembrana.

La interacciónfármaco-receptorpuedeversemodificadapordiversosfactores,entrelos

quepodemosdiferenciarlos relacionadoscon el canaliónico, las característicasdel fármacoo

factoresexternoscomola temperaturao el pH del medio.

111.1. Factorespropios del canal

Duranteel potencialde accióncardíaco,los canalesde Na~, de Ca2~y de K~ pueden

adoptartres estadosconformacionalesdistintos:reposoo cerrado(C),activo (A) e inactivo (1),

estandoreguladaslas transicionesentrelos mismosporunafunciónquedependedel voltajey

del tiempo [f(V,t)] (Figura20).

Un fármacopuedeunirsede formaselectivaal receptordelcanalcuandoésteseencuentra

en uno de los tres estados,estandoreguladaestainteracciónporconstantescaracterísticasde

asociación(Ar~, kA, Ic~) y disociación(lR~ 1Á’ 4), quesonunamedidade la afinidaddel fármacopor

el receptory varíanmarcadamentedependiendodel estadoenqueseencuentreel canal.El estado

C, cerrado,predominaa potencialesde membrananegativos;y los estados1, no conductory A,

conductor,predominanapotencialesde membranadespolarizados.Aplicadoal tejido cardíaco

esto significa que durantela diástole,a potencialesde membrananegativos,el canalestará

cerradoperodisponibleparaseractivadocuandoun estimulodespolarizantedesplaceel Em hasta

el nivel de potencialumbral.A continuaciónlos canalesseinactivarán,esdecir,pasaránal estado

1, no conductor.
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Figura20. Un canal iónico puedeencontrarseen tres estados:reposo
(C), activo-abierto(A), inactivo (1).El fármacopuedeunirseacualquiera
de estostres estados(CF, AF, IF) con unasconstantescaracterísticasde
asociacióny disociación.

111.2.Factorespropios del fármaco.

Fármacoscomoalgunosantiarrílmicoso anestésicoslocalespresentanen susestructuras

aminasterciariascon un pKaigual o superioral pH intracelular,lo queprovocaque el fármaco,

en estascondiciones,estéparcialmenteionizadoapH fisiológico. La formaneutranormalmente

eslo suficientementeliposolublecomoparaatravesarla membranalipídica. Porel contrario,la

formaionizada,máshidrosoluble,no lo puedehacer.Portanto, la interacciónde cadaunade las

formascon el receptorserádiferente.
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-Fármacoscargados:El accesodela formacargadadel fármacoal receptorsólopuedeproducirse

atravésdel poroiónico. Los datosexperimentalesindicanqueel accesono seproducedesdela

boca extracelular,lo que pareceindicar que la unión del fármaco al receptor se produce

accediendoaél desdelacaracitoplasmáticadelcanal.Estavíade accesorequiere,además,que

el fármacosemuevadentrodel campoeléctricotransmembrana,lo queimplicaráunaatracción

o repulsiónadicional.La despolarizaciónde lamembranafacilitará la entradade un fármaco

cargadopositivamentey dificultará la de un fármacocargadonegativamente.Sin embargo,la

hiperpolarizaciónde lamembranaproduciráel efectocontrario.Estehechoimplicaráuncambio

voltaje-dependienteenla concentracióndelfármacoen el sitio receptoro en las constantesde

asociacióny/o disociación.De estaforma, si aplicamosunafunción de Boltzmannsepuede

calcular la fracción de distanciaeléctrica (8), es decir, el porcentajede campoeléctrico

transmembranaqueel fármacohaderecorrerhastaalcanzarsureceptor(Woodhull, 1973).Si un

fármaco presentauna alta afinidad por el estado abierto/activodel canal existirá una

superposiciónentrela dependenciadevoltajede la activación,puestoque la activacióndelcanal

hacequeel receptorquededisponibleparainteractuarconel fármacoy la dependenciade voltaje

del accesodel fármacoal receptor.Porello, la dependenciatotal de voltaje del bloqueoestará

compuestade unafaseconunapendientemuypronunciada,que reflejalaactivacióndel canal

y unafasede menorpendiente,quereflejael efectoadicionaldel campoeléctricosobrela forma

cargadadel fármaco.

-Fármacosneutros:La formano cargadade un fármacosueleser liposoluble,por lo que su

concentraciónen la membranacelular puedediferir de la obtenidaen el medio extra o

intracelular.Sin embargo,estehechono sólo dependede la liposolubilidaddel fármaco,sino

tambiénde supKa.De tal fonnaque,un fármacocomo la encainidaquepresentaunaelevada

liposolubilidady unvalordepKamuy alto, presentarálamismaconcentraciónen lamembrana

y en la solución acuosa.Sin embargo,un fármaco como la quinidina, con un pKa de 8.6,

presentaráuna concentraciónen la membranaunas250 vecesmayorque la obtenidaen la

soluciónacuosa.
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111.3.Factoresexternos:

111.3.1. pH: Fármacoscon carácterbásicodébil, como la mayoríade los antiarrítmicoso

anestésicoslocales,presentaránunamayoro menorproporcióndesuformacargadaen función

delpH delmedio.En estesentidohabríaqueconsiderarque:a) la concentraciónalcanzadaen la

membranadependede la formaneutradel fármaco,siendoéstala queatraviesalamembranay

b) la concentraciónintracelulardependeráde la cantidadde forma neutraque atraviesela

membranaasícomodelPH intracelular.Portanto,al disminuirel pH del medioextracelularse

produciráunadisminuciónen lasconcentraciónesextrae intracelulardel fármaco.Sin embargo,

sí se acidificael mediointracelularseproduciráun aumentoen laconcentraciónintracelulardel

fármaco.Además,los ionesH~ no solomodificanla concentracióndelfármaco,sino quetambién

puedenmodificardirectamenteel canaliónico.De tal formaquela presenciade unaelevada[He]

puedebloquearel canalo modificar la dependenciadevoltajede sustransicionesde aperturay

cierre(“gating”) (Woodhull, 1973).

III.3.2.Temperatura:Laspropiedadescinéticaso dedependenciade voltajede los canalesestán

claramenteinfluenciadaspor la temperatura(Leey Deutsch,1990;Correay cols., 1992; Snyders

y cols., 1993;Petracchiy cols., 1994).Además,los efectosproducidosporun fármacosobreun

canaliónico puedenversemodificadosal variarla temperatura.En estesentidosehandescrito

diferenciasen los efectossobreel canalde Na~producidospor fánnacosantiarrítmicoscomola

flecainida,transcainidao la orto-dimetilencainida,a 200C ó a 370 C (Anno y Hondeghem,1990;

Carmeliet,1988; Johnsy cols., 1989).

Bloqueotónicoyfrecuencia-dependiente

En ritmo sinusal,durantecadapotencialde acciónlos canalesde Na~de Ca2~y de EJ

voltaje-dependientesqueintervienenen él,pasandel estadoC alos estadosA e1, reactivándose

durantela diástoleparavolvera activarseen unnuevopotencialde accióncardíaco.Enpresencia

deun fármacobloqueantede los canalesde Na~,de Ca2~o de K~, la disminuciónen la corriente

iónica esla resultantede dostipos debloqueo(Hille, 1977;Hondeghemy Katzung,1977, 1984;
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Campbell, 1983a,b; Kohlhardty cols., 1983; Kohlhardty Seifert, 1985; Oranty cols., 1984;

Valenzuelay cols., 1988;Valenzuelay Sánchez-Chapula,1989;Tamargoy cols., 1989;Delpón

y cols.,1990; 1991a;Tamargoy cols., 1998):

a) La disminuciónde la corrienteobservadadurantelaprimeradespolarizacióndespuésde

un largoperíodode reposoapotencialessuficientementenegativos,a los que lamayoría

de los canalesseencuentranen estadoC, sedenominabloqueotónico. Estebloqueo,que

representala afinidaddel fármacopor el estadoC, estárelacionadoconla liposolubilidad

y el peso molécular del fármaco, disminuyendo cuando éste presentauna baja

liposolubilidady un alto pesomolecular(Courtney1980a;Oranty cols., 1984).

b) Durantela estimulaciónrepetida(durantela taquicardia)seva reduciendolacorriente

iónicaconcadapotencialde acciónhastaalcanzarun estadode equilibrio; a estetipo de

bloqueosele denominabloqueofásicoofrecuencia(uso)-dependiente.Estefenómeno

vienedeterminadoporla cantidaddebloqueoproducidopor el fármacode los canalesen

estadoA y/o 1, asícomopor la velocidadde recuperacióndelmismo durantela diástole,

alcanzándoseun estadode equilibrio cuandoambosprocesosseigualan.

Cinética de aparición y recuperacióndel bloqueofrecuencia-dependiente

Como ya hemosmencionadoanteriormente,el bloqueofrecuencia-dependientees la

resultantede dos procesos:el bloqueoque tiene lugar duranteel potencialde accióny la

recuperaciónproducidaduranteel intervalodiastólico.

Lavelocidaddeaparicióndelbloqueofrecuencia-dependienteesun procesoexponencial

quedependede la frecuenciadeestimulación(del intervaloentrelos estímulos).Secorrelaciona

con el pesomolecular,ya quesi ésteesbajo favoreceel rápido accesodel fármacodurantela

estimulaciónrepetitiva(Campbell1983a;b)y con laconcentracióndel fármaco,siendomayor

cuantomásconcentradoestáéste(Hondeghemy Katzung,1980).Sin embargo,no secorrelaciona

con la liposolubilidad,puestoquela despolarizacióndelcanalpermiteel accesoal receptordesde

la fase acuosa,mientras que el accesodurante el potencial de reposo únicamente es
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posibleparael fármacodisueltoen la faselipídica (Hille, 1977).

La velocidad de recuperacióndel bloqueofrecuencia-dependientees un proceso

exponencialdefinidoporunao dosconstantesde tiempo, queaumentacon el pesomolecular,

peroqueesindependientede la liposolubilidady de la concentracióndelfármaco(Heistracher,

1971; Courtney,1980a,b;Oshitaycols.,1980; SadayBan,1981).Larecuperacióndelbloqueo

puedeseguirdosvías dentrodelesquemade lahipótesisdelreceptormodulado:

a) Recuperaciónapartir de canalesen estadocerrado(CF -, C, LE -. 1 -~ C eIF -. CF -. C).

b) Recuperacióna partir de canalesactivados.Esteproceso,más rápido, se denomina

desbloqueopor activacióny estárelacionadocon el pasode lE -, CF — AF -. A (Snyders

y Hondeghem, 1990; Snyders y cols., 1992a). Esta vía requiere una marcada

hiperpolarizacióndel potencialde membranaque facilita el pasodelE aCF y aparece

cuando[AF] » [A].
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IV. Fármacosantagonistasde los receptorestipo 1 de la angiotensinaII.

El sistemarenina-angiotensina-aldosterona(SRAA) juegaun papel fundamentalen la

regulaciónde lapresiónarterialy de lahomeostasishidrosalina.Porello, las alteracionesensu

funcionamientosehanimplicadoenla génesisde la hipertensiónarterialy de suscomplicaciones

(hiperirofia,insuficienciacardíaca,remodeladocardiovascular,etc)(Tamargo, 1996a,b,2000a).

La reninaesuna enzimaproteolítica,quesesintetizay liberapor las célulasyuxtaglomerulares

delriñón y quecarecede actividadvasopresoraporsí misma.Unavezenla circulación,la renina

actúasobreel angiotensinógeno,transformándoloen un decapéptidoinactivo,la angiotensina1.

Ésta,sufrela acciónde laenzimade conversión(ECA), queseencuentra,preferentemente,en

el endoteliovascular(sobretodo pulmonar)y seconvierteen un octapéptido,la angiotensinaII,

que esel componenteactivo del SRAA y unade las sustanciasvasoconstrictorasendógenasmás

potentes (40 veces más potente que la noradrenalina).Existen otras vías enzimáticas,

independientesde la renina y de la ECA, capacesde convertir el angiotensinógenoen

angiotensina1 o éstaen angiotensinaII, comola cimasa,la catepsinaO, o el activadortisulardel

plasminógeno(Figura21).

Las accionesfisiopatológicasde laangiotensinaII sonconsecuenciade suinteraccióncon

receptoresespecíficoslocalizadosen la superficiede la membranade las célulasdiana.En el

hombreexistendos subtiposde receptores,denominadosAh y A12 (Bottari y cols., 1993;

Timmermansy cols., 1993; Ungery cols., 1996), cuyadistribuciónsemuestraen la Tabla 7

(Oradyy cols., 1991; Bottari y cols., 1993; De Gasparoy cols., 1995; Stoll y cols., 1995a).

Además,sehandescritootrosdostipos de receptores,los AT3 presentesen cultivos de células

mesangialesde ratay los tipo 4 (AT4 ó 1C), presentesenla glándulaadrenal,en la placentay en

células endotelialesy musculareslisas vasculareshumanas(De Gasparoy cols., 1995,

Ooodfriendy cols., 1996;Bemiery cols., 1995;Hall y cols., 1993),si biensedesconocesupapel

fisiopatológico.El genquecodificael receptorAhí selocalizaen el cromosoma3 y el del AT2

en el cromosomaX (Szpirery cols., 1993;Koike y cols., 1994).
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Angiotensina II

Angiotensinógeno

$1

Angiotensina 1 .flrad[i
¡Cateps.a.C¡

tPA

Metabolitos
inactivos L~L1¡.J

*

4,
Efecto antiproliferativo
Diferenciacióncelular
Reparacióntisular

Figura 21. Representaciónesquemáticade la síntesisde la angiotensinally
producetrasestimularlos receptoresATí y AT2.

vasodilatación
Efecto antiproliferativo

delos efectosque

y

Tabla 7. Distribuciónde los receptoresde la angiotensinaII en el hombre.

Tejido ATI AT2

Corazón NI 1
Riñón Nf 1
Útero Nf III

Vasos IN 1

Hígado NI

Pulmón NI

Ovario NI ¡U
GlándulaAdrenal III IVV

Plaquetas III

Bazo III

Feto NI

Adipocitos III

Fibroblastos NI
Placenta III
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Enfechasrecientes,sehaincorporadoa la terapéuticaun nuevogrupode fármacosque

actúan como antagonistascompetitivos y específicosde los receptoresATí (Tabla 8), que

suprimenlas accionesfisiopatológicasdela angiotensinaII, mediadasatravésde suestimulación.

Puestoque los receptoresATí median las accionesvasoconstrictorasarteriovenosasde la

angiotensinaII, estosfármacosseutilizan en el tratamientode la hipertensiónarterialy de la

insuficienciacardíaca(himmermansy cols., 1993; Cazaubony cols., 1993;Dzau y cols., 1994;

Kangy cols., 1994; Criscioney cols., 1995;hamargo,1996b;2000a).

Tabla 8.- Antagonistas de los receptoresATI de la angiotensinaII.

Losartán Valsartán CS-866

Irbesartán Candesartán GR117289

Eprosartán hasosartán L155809

Forasartán helmisartán SC-52458

Ripisartán A-81988 FK-277

Ademásde la angiotensinaII, existenotrasangiotensinasactivas.La angiotensinaII, por

acciónde aminopeptidasasseconvierteen angiotensinaIII (Abholdy cols., 1987;Zini y cols.,

1996),quetambiénestimulalos receptoresATí produciendovasoconstriccióny liberaciónde

aldosterona.A partir de la angiotensinaIII, seforma la angiotensinaIV (Berniery cols., 1995),

queestimulalos receptoresAT2 y AT4. Porotro lado,apartirde la angiotensina1 y, poracción

dediversasendopeptidasas(24.26,24.15 y 24.11),seforma la angiotensina(1-7) (Ferrarioy

cols., 1991), queinducela liberaciónde prostaglandinasy quetras sufrir la acciónde diversas

aminopeptidasasseconvierteprimeroen angiotensina(2-7) y despuésen angiotensina(3-7),que

actúasobrelos receptoresAh4. Desconocemoslos receptoressobrelos queactúala angiotensina

(1-7), ya que sus efectosno se bloqueande forma consistentepor los antagonistasde los

receptoresAhí y AT2.
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IV.1. Mecanismo de acción de los fármacos antagonistasde los receptoresAT1.

En la Tabla 9 se muestrala potenciacomparativade diversosantagonistasde los

receptoresATI parainhibir tanto la fijación específicade [‘251]angiotensinaII amembranas

celularesde tejidosquecontienenreceptoresATí, comoparainhibir las contraccionesinducidas

por la angiotensinaII en anillos de aorta de conejo o de rata. Los valorespresentadosse

encuentranen el rangonanomolar,lo que confirmala granpotenciade los antagonistasde los

receptoresATI parabloquearla uniónde la angiotensinalía los receptoresATí.

Tabla 9. Afinidad (1C~) y potenciavasodilatadora (C1
50) de los antagonistasde los receptores

AT1.

Fármaco K1 (nM) C150 (nM) Cita bibliográfica

Candesartán 0.49-0.64 10 Shiboutay cols., 1993

Eprosartán 1.7-3.9 9.43 Edwardsy cols., 1992

E-3174 1.3-3.7 10 Wongycols.,1990c

Irbesartán 0.8-1.5 8.5 Cazaubony cols., 1993

L-158809 0.13-0.5 10.5 Changy cols., 1992

Losartán 5-40 8.4 Wong y cols., 199Gb

Saralasina 0.9-1.7 8.01 Timmermansy cols., 1993

Telmisartán 0.83-3.7 0.33 Wieneny cols., 1993

Valsartán 2-8 9.26 Criscioney cols., 1995

Porotro lado, los antagonistasde los receptoresATí, inclusoa concentraciones10.000

vecessuperiores(en el rangomicromolar),no presentanpropiedadesinhibidorasde la reninao

de la ECA, no potencianlas accionesde la bradicininay no modifican las respuestasde la

vasopresina.Tampocobloqueanlos receptores«/13-adrenérgicos,dopaminérgicos(Dl, D2),

opiáceos(>‘~ 5, 1<), serotonérgicos(5-HTl, 5-HT2),Hí-histaminérgicos,adenosínicos(Al, A2),

muscannicos M2), entrada 2±gabaérgicos(GABAA o GABA~) o (Mí, ni la de Ca a travésde los
canalestipo L ó T de las célulasmuscularescardíacaso vasculares(Criscioney cols., 1993;

Shiboutay cols.,1993;Timmermansy cols., 1993;Wieneny cols.,1993; Goay Wagstaaff,1996;
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Tamargo 1996a; 1996b; McClellan y Balfour, 1998; MeClellan y Ooa, 1998; McClellan y

Markham,1998).

Las principalesaccionesproducidaspor la angiotensinaII tras interactuarcon los

receptoresATí seresumenen la Tabla10 (Eberhardty cols., 1993; Timmermansy cols., 1993;

Dzauy cols., 1994;Kangy cols., 1994;Johnston,1995;Tamargo,1996b; 2000a).Los receptores

ATí (359aminoácidos)pertenecenala familiadereceptoresacopladosaproteínasO o proteínas

fijadoras de guanosintrifosfato(OTP), que presentan7 segmentostransmembrana(SI-S7),

localizándoseel C-terminala nivel citoplasmáticoy el N-terminalglicosiladoanivel extracelular

(Capponiy Catt, 1980; Eberhardty cols., 1993;Timmermansy cols., 1993; Capponiy cols.,

1994;Dzauy cols., 1994;Kangy cols., 1994;Johnston,1995).

Tabla 10. Efectosde la angiotensinaII mediadosa través de la estimulaciónde ATí.

Vasos

Corazón

Vasoconstricciónarteriovenosa

Aumentode lacontractilidady frecuenciacardiacas

Sistemasimpático

Canalesiónicos

Accionestróficas

Adrenal

Accionescentrales

Accionesrenales

Aumentode las demandasmiocárdicasde 02

Vasoconstriccióncoronaria

Aumentode los tonossimpáticocentraly periférico

Aumentode la entradade Ca2~atravésde canalesL y 1

Aumentode la síntesisde proteínasy ADN

Remodeladocardiovascular

Liberaciónde aldosteronay catecolaminas

Liberacióndevasopresina,ACTH, prolactinay LH

Aumentodel tono simpático

Sedy apetitoporla sal

Vasoconstricción(eferente> aferente)

Contraccióny proliferaciónmesangial

Aumentode la reabsorcióntubularproximal deNa4

Aumentode la excreciónrenalde Kt

Aumentode la síntesisde prostaglandinas

Inhibición de la secreciónde renína
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La angiotensinaII seune a la superficieexternadel receptor,a nivel de la lisina-lOl,

arginina-167y lisina-199(Hunyadyy cols., 1996).La cadenaaromáticade la tirosina-4y de la

histidina-6,asícomoel grupoguanidinode la arginina-2y el grupoC-terminalde la angiotensina

II sonesencialesparasuuniónal receptorATí, mientrasquela tirosina-4y el grupoaromático

de la fenilalanina-8 forman parte del sistemaefector, encargadode producir la respuesta

biológica.El grupoC-terminalde la angiotensinaII [asparagina-1y fenilalanina-8)]seunea la

lisina-199 delsegmentoS5y el triptófano-253estabilizael enlaceiónico formadoentrela lisina-

199y el C-terminal.Los principalespuntosde unión delos terminalesN- y C- sonlaasparagina-

281 del segmento57 y la lisina-199del S~, respectivamente,que seencuentranen la superficie

externade la membrana,facilitandola fijación de la angiotensinaII al receptorATI y siendo,por

tanto, responsablesde la afinidad.Los segmentosS5 y S-, y laporciónC-terminaldel receptor

constituyenlazonaquese acoplay regulala proteínaO. Los antagonistasde los receptoresAl 1

no peptídicos,seunena unaregión que seextiendeentrelos segmentos55 (Lisina-199),~6

(Histidina-256)y S7 (Arginina-167)del receptor,cubriendoel áreadel receptorque forma el

puntode acoplamientoa laproteínaO.

IV.2. Tipos de bloqueodel receptor Ah.

En arterias aisladas,la adición de dosis crecientesde angiotensinaII estimula los

receptoresATI y produceunarespuestavasoconstrictoraquepermiteconstruirunacurvadosis-

respuestaaesteagonista(Figura22). Los antagonistasde los receptoresATí puedenproducirun

antagonismoreversible,irreversibleo insuperablee intermedio(Changy cols., 1992; Edwards

y cols., 1992; Timmermansy cols., 1993; Eberhardty cols., 1993, Criscioney cols., 1993;

Shiboutay cols., 1993;Wieneny cols., 1993; Ooay Wagstaaff,1996;Hunyadyy cols., 1996;

Tamargo1996a;1996b;McClellany Balfour, 1998; McClellany Markham,1998; McClellany

Goa,1998;Tamargo,2000a).

Dosis crecientesde losartán,eprosartán,irbesartán,telmisartány tasosartándesplazan

progresivamentelacurvadosis-respuestade la angiotensinaII haciala derecha;sin embargo,

podemosobservarqueen presenciadel losartán(panelsuperiorde laFigura22) no semodifica

la pendientede las curvas y que la angiotensinaII sigue produciendo su respuesta
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vasoconstrictoramáxima(Ooay Wagstaaff,1996; Wong y cols., 1990c).Estascaracterísticas

indicanquetodosestosfármacossonantagonistascompetitivosy reversiblesquepresentanuna

rápidavelocidadde disociacióndelreceptorATí, puestoqueal añadirconcentracionescrecientes

de angiotensinaII seestablecerápidamenteun nuevoequilibrio.

En presenciadel candesartán(panelintermediode la Figura22) observamoscómoa

medidaqueaumentasuconcentraciónseproduceunaprogresivareduccióndel efectomáximo

de la angiotensinaII y un desplazamientode las curvasdosis-respuestahaciaabajoy hacia la

derecha,de tal formaquela respuestavasoconstrictoraacabapordesaparecer,esdecir,que se

produceun antagonismoaparentementeno competitivo(Shiboutay cols., 1993;Ojima y cols.,

1997; MeClellany Goa,1998). Sin embargo,el bloqueoque el fármacoproducesí esde tipo

competitivoy sedenominaantagonismo“insuperableo insurmountable”,yaqueenpresenciadel

candesartán,el bloqueode la respuestavasoconstrictoraa la angiotensinaII sereviertetrasañadir

el losartánal mediode incubación;ello confirmaqueel candesartántambiénproduceunbloqueo

de tipo competitivoreversiblede los receptoresATí. Por otro lado,traseliminarel candesartán

del medio de incubación,observamosque serequieren72 minutospararestablecerel 20% del

efectovasoconstrictorde laangiotensinaII, mientrasque en artenasexpuestasal losartánsólo

se necesitanentre 6 y 9 minutos. El estudio de la cinética de asociación-disociacióndel

candesartánal receptorATt ha demostradoque el fármacopresentauna alta afinidad por el

receptory que se disociadel mismomuy lentamente.Así, en microsomasadrenalesde ratala

constantedevelocidadde disociacióndel losartánde los receptoresAh es de2.5 minutosy la

del candesartánde 66 minutos(Ojima y cois., 1997).Estapersistenciade uniónquizásedebaa

la formaciónde un enlaceentreel grupocarboxilo en posición7 del anillo benzimidazoldel

candesartány el segmentoS7 delreceptorAhí, ya queaestenivel, lamutaciónde la fenilalanina-

301 modificala afinidaddel agonistay del antagonista.

Los restantesantagonistasde los receptoresATí, incluido el metabolitoactivo del

losartán,el E-3174, producenun desplazamientoprogresivode la curvadosis-respuestade la

angiotensinaII haciala derechasin modificarsu pendiente,pero adiferenciade lo observadocon

el losartán,larespuestamáximade la angiotensinaII disminuyeen un 3 0-50%(panelinferiorde

la Figura22) (Changy cols., 1992 Edwardsy cols., 1992; Criscioney cols., 1993; Wieneny

cols.,1993;MeClellany Balfour, 1998;McClellany Markham,1998;McClellany Goa,1998).
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LOSARTÁN

CANDE SARTÁN

E -3174

-10 -9 -8

Log [Angiotensina II]

Figura 22. Comparación del antagonismo de la respuesta
vasoconstrictorainducidapor la angiotensinaII en aortasde conejo
producidoporlosartán(panelsuperior),candesartán(panelmedio)y E-
3174 (panelinferior). Mod¿ficadade Tamargo,2000a.
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En estecasoestamosanteun antagonismo“competitivomixto”. Estetipo de antagonismopodría

tenervarias explicacionesposibles(Ojima y cols., 1997; Wienen y cols., 1992; Csajkay

cols.,1997; Tamargo, 2000a): 1) que estos fármacos se comportarancomo antagonistas

inespecíficoscapacesde bloquearotros receptoreso vías de señalizaciónimplicadasen las

accionesde la angiotensinaII; sin embargo,ya mencionamosque incluso a concentracionesen

el rangomícromolar,los antagonistasdelos receptoresATí nobloqueanotrosreceptores,canales

o enzimas.2) Queprodujeranunamodulaciónalostéricadel receptorATí. Ello implicaríaque

el fármacoseuniríaaunpuntode la membranacercano,perono idéntico,al lugardondeseune

la angiotensinaII en el receptorATí, lo queimpediríala interacciónde la angiotensinaII con

dicho receptor.Sin embargo,el hallazgode que los antagonistasde los receptoresATí no

modificanlavelocidadde disociaciónde la [1251]angiotensinaII de los receptoresATí hacemuy

improbableestaexplicación.3) Queel fármacoseuna de forma covalenteal receptorATí

(antagonismoirreversible),de tal maneraqueseprodujeraunareducciónprogresivadel número

de receptoresfuncionales;sin embargo,doshallazgosexperimentalessonincompatiblesconesta

hipótesis.En primer lugar, el grado de bloqueo,no aumentacon el tiempo de exposiciónal

antagonistay, por otro lado, una vez producidoel bloqueola adición de losartánrevierte

parcialmenteel bloqueoproducidoporvalsartán.Estareversióndel bloqueoproducidaporel

losartánindica que todos los antagonistasse unen al receptorATí y se comportancomo

antagonistascompetitivos,pero algunossedisociantan lentamentedel receptorATt que el

bloqueo producido parece ser irreversible (por ello, se habla de “antagonismo

pseudoirreversible”)(Wieneny cols., 1992; Ojima y cols., 1997).Dehecho,las constantesde

tiempo de disociacióndel receptorATí paracandesartány valsartánsonde 68 y 56 minutos,

respectivamente,siendode8 minutosparala angiotensinaII. Unavezquecandesartáno valsartán

se disociandel receptorATí y éstequedalibre, su lugaresocupadopor el losartán,quepresenta

una constantede asociación10 vecesmásrápida(0.066minutos4parael losartánvs. 0.0059

minutos<parael candesartán.Ojima y cols., 1997).Si el bloqueoproducidopor los antagonistas

de los receptoresATí fuerarealmenteirreversible,el losartándeberíaaumentaraúnmáseste

bloqueo.Asípues,todoslos antagonistasde los receptoresATí secomportancomobloqueantes

competitivosreversiblesdel receptorATí y los diferentestipos de bloqueosonconsecuenciade
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su distintacinéticade asociación-disociacióndel receptor.

IV.3. Mecanismosde señalizaciónintracelular.

La interacciónde la angiotensinaII con el receptorATí activa la proteínaGq« y,

posteriormente,la fosfolipasaC-f31 (PLC¡3l), quehidrolizael fosfatidil-(4,5)-bifosfato(IPQ) en

inositol-1,4,5-trifosfato(1P3)y 1,2-diacilglicerol(DAG) (Figura23) (Paisy cols., 1971;Capponi

y Catt, 1980; Timmermansy cols., 1993;Eberhardty cols., 1993; Dzauy cols., 1994; Kangy

cols., 1994; Jobnston,1995).

El 1P3 actúa sobre receptoresespecíficossituados en la membranadel retículo

sarcoplásmicoy facilita la rápidaliberacióndel Ca2tallí almacenado,asícomola entradade Ca2t

extracelulara travésde canalesde lamembranaactivadosal vaciarselos depósitosintracelulares

de Ca2t(Icj~c). El resultadoesun aumentode la [Ca2tjI~,queanivel muscularcardíacoaumenta

la contractilidady frecuenciacardíacas,anivel vascularel tono arterio-venosoy anivel adrenal

la síntesisy liberaciónde aldosterona.El Ca2tjunto con elDAG activany translocanlaprotein

cinasaC (PKC) haciala membranacelular,que asuvezestimulala fosforilaciónde diversas

proteínas,activael intercambiadorNat~H+ (alcalinizael medio intracelular)y la fosfolipasaA2

(aumentala síntesisde eicosanoides,en particular,de prostaglandinaE2) y bloqueadiversos

canales de EJ. Este bloqueo despolariza la membrana, activa los canales de CaZt
2voltaje-dependientestipo-L y aumentala [Ca ~, lo queincrementalacontractilidadcardíacay

el tono vascular.La PKC tambiénactivadiversosgenesde respuestainmediata(c-fos, c-myc,

c-jun),la síntesisdeproteínasy ADN y, portanto,el crecimientoy diferenciacióncelular(efectos

tróficosde la angiotensinaII queconducenala hipertrofiacardíacay a lahipertrofiaehiperpíasia

del músculoliso vascularcaracterísticode los pacienteshipertensos,coninsuficienciacardíaca

o postinfartode miocardio)(Kawaharay cols., 1988; Naftilan y cols., 1989a;1989b;Taubman

y cols., 1989).

La interacciónde laangiotensinaII con el receptorATI también: a) inhibe la adenilato

ciclasa,enzimaencargadade transformarel adenosin-trifosfato(ATP) en adenosin-monofosfato

cíclico(AMPc), con la consiguientedisminuciónen la [AIvIP
0](Jardy cols., 1981).b) Estimula

directamentela entradade Ca
2t a travésde los canalestipoL y T de la membranade las células
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nivelesplasmáticosy tisularesde renina,angiotensina1 y angiotensinaII, aunqueestoscambios

desaparecena las 72 horasde suspenderel tratamiento.El aumentode angiotensinaII actuaría

sobrelos receptoresAT2, queno estánbloqueadosy cuyaexpresiónestáincrementadatrasel

bloqueode los receptoresATí (Willenheimery cols., 1999).La estimulaciónde los receptores

AT2 aumentala liberaciónde óxido nítrico y prostaglandina12, que presentanpropiedades

vasodílatadoras,antiagregantesy antiproliferativas.Además, en cultivos de astrocitosy de

célulasmusculareslisasvascularesaumentala salidade K~; ello hiperpolarizaelpotencialde

membranay facilita el estadocerrado,no-conductor,delos canalesde Ca2~voltaje-dependientes,

lo que tambiéncontribuyeaproducirdilataciónarteriolar(esteefectopodríaserimportantea

nivel de las arteriolascerebrales).Además,la estimulaciónde los receptoresAT2 media los

efectosantiproliferativosde la angiotensinaII en cultivos de células endoteliales y activa

diversascolagenasas,efecto que podríafacilitar la regresiónde la fibrosis en el miocardio

hipertrofiadodel hipertenso(Stoll y cols., 1995b;Nakajimay cols., 1995; Laflammey cols.,

1996; Meffert y cols., 1996; Munzenmaiery Greene,1996;Yamaday cols., 1996; Gallinaty

cols., 1997).Es decir,que las accionesvasodilatadorasy antiproliferativasde los antagonistas

de los receptoresATI seriandebidastanto al bloqueodirecto de los receptoresATí como,

indirectamente,a la estimulaciónde los receptoresAT2.

IV.5. Efectosfarmacológicosde los antagonistasde los receptoresATí.

IV.5.1. Efectos antihipertensivos.

Los antagonistas de los receptores ATí disminuyen la presión arterial y

previenenlreviertenla hipertrofia ventricular, que apareceen modelosexperimentalesde

hipertensiónarterial: ratasespontáneamentehipertensas(SHR), inducidatrasla activacióndel

SRAA [transgénicas(mREN2),infusióncrónicade dosissubpresorasde angiotensinaII], tras

ligaduraaórticao trasla administraciónde endotelina-1o L-NAME, secundariaahipotermiao

de tipo renovascular(un riñón, un clip, reducciónde masarenal)y en ratasalimentadascon

fructosa(Timmermansy cols., 1993). Tambiéndisminuyenla presiónarterial en animales

normotensosen los que sehaproducidounamarcadadepleciónsalinatras administraciónde

76



Introducción

dosiselevadasde diuréticos(Timniermansy cols., 1993; Eberhardty cols., 1993;Kang y cols.,

1994; Webery cols., 1995;Criscioney cols., 1995; Goay Wagstaff,1996).Sin embargo,son

poco efectivosenratasnormotensasconscienteso en el modelo desoxycorticosteronaacetato

(DOCA)-sal,quecursacon actividadde reninaplasmáticabaja(Timmermansy cols., 1993).

Losantagonistasde losreceptoresATí producenunaacciónvasodilatadoraarteriovenosa

que disminuye las resistenciasvascularesperiféricas y la presión arterial en pacientes

normotensose hipertensos(Burniery cols., 1999),En hipertensos,suefecto antihipertensivo

dependede:a) el nivel tensionalprevio,siendotantomásmarcadocuantomayorseaaquélantes

deltratamientoy ti) delbalancede Na~, acentuándoseenpacientesconrestricciónde Na+ o que

recibenaltasdosisde diuréticostiazídicoso delasa.Sin embargo,suefectoantihipertensivono

guardarelacióncon la edad,sexoy razadel paciente.La disminuciónde la presiónarterial

aparecede formagradual,alcanzandosu efectomáximoal cabo de unas2-4 horasy valores

establesal cabode 4-6 semanas;ello unido aqueno potencianlas accionesvasodilatadorasde

las cininas,explicaríala bajaincidenciade hipotensiónposturalal comienzodeltratamiento.

Finalmente,su efectoantihipertensivosemantienea lo largo de 24 horas, lo quepermite

controlaral pacientecon unadosisdiaria, sin modificarel ritmo circadianode lapresiónarterial.

El efectoantihipertensivono seacompañade taquicardiareflejani de cambiosimportantesen

el volumen minuto, en la presióncapilarpulmonaro en la presiónde llenadoventricular;

tampocoaparecetoleranciaentratamientosprolongadosy no seobservahipertensiónarterialde

rebotetrassuspenderbruscamenteel tratamiento.Asociadoscontiazidaso diuréticosdelasa,que

activanel SRAA, no sólo seaumentala potenciaantihipertensivade cadafánnacopor separado,

sino queademáslos antagonistasde los receptoresATí contrarrestanlahipopotasemiaque los

diuréticosproducen.

La administraciónde un antagonistade los receptoresATí aumentalos niveles

plasmáticosde reninay angiotensinaII, inhibe la liberaciónde aldosteronay vasopresinay

normalizael tononoradrenérgico,efectoquepuedeacompañarseo no deunadisminuciónen los

nivelesplasmáticosdenoradrenalina.Dehecho,los antagonistasdelos receptoresATí bloquean

la potenciaciónpre/postsinápticade la transmisión adrenérgicaen modelos animales

experimentales(Timmermansy cols,, 1993).Sin embargo,no modificanlos nivelesplasmáticos
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y urinariosde prostaglandinaso los tisularesde cininas.En tratamientoscrónicosno modifican

el perfil lipídico ni los nivelesplasmáticosde glucosa,insulina, EJ o creatinina.Tampoco

producenretenciónhidrosalina,depresión,alteracionesdel sueñoo impotencia.

Los antagonistasde los receptoresATí soneficacesen el tratamientode la hipertensión

leveo moderada,particularmentede la quecursacon reninaalta (hipertensiónvasculorrenaly

maligna), asma o broncopatíaobstructiva crónica, diabetes, depresión, hiperuricemia,

vasculopatíasperiféricas,cardiopatíaisquémicao insuficiencia cardíaca;sin embargo,se

desconocesu valor real en hipertensoscon reninabaja. En estudioscomparativos,se ha

demostradoque la efectividadde losartán(50mg/día), valsartán(80-160mg/día), irbesartán

(1 50-300mg/día)y candesartán(4-15 mg/día)essimilar a la de captoprilo(50-100mg/día),

enalaprilo(20 mg/día), lisinoprilo (10-20mg/día), atenolol(50-100mg/día), amlodipino(5

mg/día),hidroclorotiazida(25 mg/día)o felodipino SR(5-10mg/día)(Webery cols., 1995; Goa

y Wagstaff,1996; Criscioney cols., 1995; Csajkay cols., 1997;Mclnnes, 1997).

Algunosestudiossugierenla existenciadediferenciasenla eficaciaantihipertensivaentre

los distintosantagonistasdelos receptoresATí. Enpacientescon hipertensiónleveo moderada,

se comprobóque el efecto sobrela presióndiastólicaera ligeramentemásmarcadocon el

candesartán(16 mg/día)que con el losartán(50 mg/día); sin embargo,no se observaron

diferencias entre ambos fánnacoscuando la dosis de candesartánse redujo a 8 mg/día

(Anderssony Neldam,1998).En otro estudio,se compararonfrentea placebolos efectosde

losartán(100mg/día)e irbesartán(150y 300mg/día)(Kassler-Tauby cols., 1998).El irbesartán

(300 mg/día)redujola presiónsistólicade formamásmarcadaqueel losartán(100mg/día),pero

no seencontrarondiferenciasentreambosfármacoscuandoladosisde irbesartánseredujoa 150

mg/día.Hednery cols. (1999)observaronque el valsartán(160mg/día)reducíade formamás

marcadala presiónarterialqueel losartán(100mg/día)en 1369pacientescon hipertensiónleve

o moderada.Sin embargo,un recientemeta-análisisde los estudiosrealizadoscon losartán,

valsartán,candesartáne irbesartánenpacientesconhipertensiónarterial,concluyequeno existen

diferenciassignificativasen la actividadantihipertensorade los distintosantagonistasde los

receptoresATI (Willenheimery cols., 1999).

En la actualidadse estánllevandoacabodistintosestudiosclínicosen los queseanalizan

los efectossobrela morbimortalidadcardiovascularen el pacientehipertenso.El estudioLIFE
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(LosartanInterventionforEndpointReduction)comparalos efectosde losartány atenololsobre

lamortalidadcardiovasculary la morbilidaddepacienteshipertensoscon hipertrofiaventricular

izquierdadocumentadaen el ECG. El estudioincluye 9194pacientesdeentre55 y 88 añosy

estarácompletadoen el año 2001 (DahlÉSfy cols., 1997; Dahlóf y cots., 1998). El estudio

TOUCH (Trial for Usual Care of Hypertension)analiza los efectosdel losartánsobre la

morbimortalidadtotal y sobrela calidadde vidaen estospacientes(Edelmany cols., 1995).Por

suparte,el estudioVALUE (ValsartanAntihypertensiveLong-termUseEvaluation)compara

los efectosde valsartány amlodipino sobre la morbimortalidadcardiovascularen 14400

pacienteshipertensosmayoresde 50 años que, además,presentanotro factor de riesgo

cardiovascular(Manny cols., 1998).Porúltimo, el estudioSCOPE(Study on COgnitionand

Prognosisin Elderly) analizalos efectosdel candesartáncilexetil sobrela morbimortalidad

cardiovascularen4000pacientesde entre70 y 89 años(Willenheimery cols., 1999).

IV.5.2. Efectoscitoprotectores.

EnratasSHR, los antagonistasde los receptoresATí reviertenla hipertrofiacardíacay

el remodeladode laparedvasculary aumentanla reservacoronaria(Timmermansy cols., 1993;

Mizuno y cols., 1994; Takeday cols., 1994; Kojima y cols., 1994; Kagoshimay cols., 1994;

Zierhut y cols., 1994;B¿Sliin y cols., 1996;Oohlkey cols., 1996;Varoy cols., 1999). También

seha observadola regresiónde la hipertrofiacardíacaen todoslos modelosanimalesen los que

los antagonistasde los receptoresATI disminuyen la presión arterial. En ratas SHR, la

administracióncrónica del losartánaumentalos niveles plasmáticosde angiotensina1 y

angiotensinaII, perodisminuyelos de angiotensinaII en el ventrículoizquierdo,lo queindica

queesla angiotensinaII localy no la circulante,la queestimulalahipertrofiacardiaca(Mizuno

y cols., 1992).

En ratas SHR que desarrollanictus espontáneoy en ratasDahí alimentadascon un

suplementode sal en la dieta,el losartándisminuyelas lesionescardíacas,renalesy cerebrales

y lamortalidad(84% vs. 16 %), apesardequeen el modeloDahí la acciónantihipertensivadel

losartánes mínima;estehallazgoindica quesusaccionesantiproliferativassonindependientes

de lashemodinámicas(Von Lutterotti y cols., 1991;Camargoy cols., 1991).Sin embargo,estos
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efectosno hansido reproducidoscon el candesartán(Sugimotoy cols., 1996).

En cultivosdecélulasmusculareslisasvasculares,los antagonistasdelos receptoresATí

inhiben la incorporaciónde [3H]-timidina(un índice de la síntesisdeADN-hiperplasia)y de

[3H]-fenilalanina(índice de síntesisproteica-hipertrofia)(Timmermansy cols., 1993). En

modelosexperimentalesreviertenla proliferaciónneointimaly la re-estenosisproducidatras

lesiónvascularcon un catéter-balóny reducenel grosorde lamediaaumentandoel cociente

media/luzvascular.Estaregresiónde la lesiónvascularva acompañadade unarecuperaciónde

la respuestavasodilatadora,endotelio-dependiente,inducidapor laacetilcolina(Tamargo,1997;

Taddeiy cols., 1998; Virdis y cols, 1998;Aranday cols., 1999).

En ratas con infarto de miocardio inducido tras ligadura de la arteria coronaria

descendenteanterior,el losartánreducela fibrosis cardíaca,produceunamejoríade la función

ventricularsimilar a la del captopriloy aumentala supervivencia,efectosque sugierenque

podríainhibir el remodeladoventricularpostinfartodemiocardio;sin embargo,enestemodelo,

el losartánno parecereducirel áreainfartada(Rayay cols., 1991).En unmodelo similar, el

losartántambiéndisminuíael contenidode colágenaenel miocardiono infartado(Timmermans

y cols., 1993).Todosestosdatosexperimentalesavalanlaposibleutilidad de los antagonistas

de los receptoresATí enpacientescon disfunciónventricularpostinfartode miocardio.

Diversosestudioshanvaloradola capacidaddel losartánpararevertir lahipertrofiadel

ventrículoizquierdo(UVI) enpacienteshipertensos.Aunqueen un principioseplantearondudas

(Cheung,1997; Himmelmanny cols., 1996),los datosdisponiblesconfirmanque el losartán

reducesignificativamente,y al igual quelahidroclorotiaziday el verapamilo,laHVI (Tedesco

y cols., 1998).En otro estudioque comparóla eficaciadel losartánfrenteal fosinoprilo, el

losartánprodujo unamayorreducciónde la masadel ventrículoizquierdoque el fosinoprilo

(Campbelly cols., 1998).Asimismo,el valsartánprodujounaregresiónde laHVI delpaciente

hipertensosuperiora la del atenolol (Thurmany cols., 1998). Los datos disponiblespara

candesartáne irbesartánsonmenosconcluyentes,aunqueindicanque ambosfármacostambién

reviertenlaHVI del pacientehipertenso(Mitsunamiy cols., 1998;Kahany cols., 1998).Hasta

el momentono existen datos acercade la reversiónde la HVI producidapor telmisartán,

tasosartáno eprosartán.

Tantolos resultadosexperimentalescomolos clínicos,sugierenquelos antagonistasde
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los receptoresATt producenefectosfavorablessobrelos cambiosestructuralesy funcionalesdel

sistemacardiovascular,conocidoscomo“remodelado”cardiovascularhipertensivo.

En corazonesaisladosy perfundidosde rataen los queserealizaunaoclusióncoronaria,

la administración,antesy durantela reperfusión,delosartán,captopriloo de un irbibidor de la

renínadisminuyela incidenciade arritmias;sin embargo,cuandoseadministranexclusivamente

durantela fasede reperfiisión,sólo el losartánejercíaun efecto antiarrítmico(Fleetwoody cols.,

1991).

IV.5.3. Efectossobreel miocardio insuficiente.

Los antagonistasde los receptoresATí producenunaclaramejoríahemodinámicae

inclusoaumentanla supervivenciaendiversosmodelosanimalesde insuficienciacardíaca[p.ej..

trasligaduracoronaria(rata),trasrealizarun shuntportocava(perro)o trasestimulacióneléctrica

programada(perroy oveja)] (Dicksteiny cols., 1994).

Estudiosclínicos de cortaduración,realizadosen pacientescon insuficienciacardiaca

handemostradoquelos antagonistasde los receptoresATí producenun claramejoríaclínicay

hemodinámica,reduciendolas presionesauricularderecha,capilarpulmonar,telediastólicadel

ventrículoizquierdo,asi como las resistenciasvascularesperiféricas;a lavez queaumentael

volumenminutocardíacoy la excreciónrenaldeNa+y agua.Estosefectosno seacompañande

taquicardiareflejao de cambiosen los reflejoscirculatoriosy sí de unareducciónen los niveles

plasmáticosde aldosterona,noradrenalinay péptidonatriuréticoauricular(Oottlieb y cols.,1993;

Dicksteiny cols., 1994; Croziery cols., 1995;Dicksteiny cols., 1995;Langy cols., 1997;Vigay

y cols., 1998).

En el estudioELITE 1, secomparabanlos efectosdel captoprilo(50mgtresvecesal día)

y el losartán(50 mg/día)en pacientesmayoresde 65 añoscon insuficienciacardiaca(clase

funcional11-1V, fraccióndeeyección< 40 %), tratadoscondigoxinay diuréticosy queno habían

recibido un inhibidor de la ECA (Pitt y cols., 1997). Tras 44 semanasde seguimientose

comprobóque el losartándisminuía los síntomas,la mortalidady la hospitalizaciónpor

insuficienciacardíacamásqueel captoprilo(9.4% vs. 13.2 %. P = 0.075).La disminuciónde

lamortalidadtotal (4.8% ‘rs. 8.7 %. P= 0.035)seproducíaaexpensasdeunamarcadareducción
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de la muertesúbita(1.4%‘rs. 3.8 %. P 0.01),lo quesugeríaqueel losartánpodríaejecerun

efectoantiarritmico.Dehecho,en modelosde isquemia-reperfusiónsehabíaobservadoqueel

losartánproducíaun efectoantiarrilmicoqueeraindependientedel bloqueode los receptores

ATí (Thomasy cols.,1996; Leey cols., 1997),sin embargo,másrecientementeal compararlos

efectosdel losartán,captoprilo y E-3 174 sobrela incidenciade arritmias en un modelo de

isquemia-reperfusiónen penos,sólo el E-3174 la disminuíade formasignificativa (75% de

disminución)(Lynch y cols., 1999).Porotro lado, enun análisisretrospectivodeun grupode

pacientesincluidosenel estudioELITE 1 sedemostróquelos enfermostratadosconlosartán

presentabanunamenordispersióndelintervaloQTcdel ECO quelos tratadosconel captoprilo

(P’c0.Ol), lo que podríaexplicar la reducciónen la muertesúbitaobservadaen los pacientes

tratadosconel losartán(Brooksbyy cols., 1999).Sin embargo,el estudioELITE 1 no eraun

estudiode mortalidadpropiamentedicho, porlo quesediseñóel estudioELITE II, quetenía

como primer objetivo la mortalidadtotal. Este estudio ha finalizado en 1999 y los datos

disponiblesindicanqueno existendiferenciasentrelosartány captopriloenlas hospitalizaciones

porinsuficienciacardiaca(38.6%vs37.6%.P = 0.4)o enlamortalidadtotal (17.5%vs 15.9%.

P = 0.16)o súbita(9.0%vs7.3%.P = 008)(Pitt y cols., 1999).

Un estudiomuy polémicofue el RESOLVD (RandomizedEvaluationof Sírategiesfor

theLeftVentricularDisfunclion) quecomparabalos efectosdelcandesartán(4, 8 y 16 mg/día)

y el enalaprilo(20mg/día)en pacientescon insuficienciacardíaca(McKelvieet al., 1999).El

estudiotampocoteníalamortalidadcomoobjetivoprimarioy fue interrumpidoalas 43 semanas

de seguimientoaldetectarseun aumentodemortalidaden el grupodel candesartán,aunqueno

alcanzabasignificaciónestadística(Willenheimery cols.,1999).

Enla actualidad,diversosensayosclínicosanalizanlos efectosdelos antagonistasde los

receptoresATI en pacientescon insuficienciacardíaca.El estudioVal-HeFT (ValsartanMean

FailureTrial), estudiael efectodela adiciónde valsartán,a la dosismáximade 320 mg al día,

al tratamientohabitualde la insuficienciacardiaca,incluidos los inhibidoresde la ECA, en

pacientescon una fracción de eyeccióninferior al 40%. Este estudiotiene como objetivo

primarioel tiempotranscurridohastala muertey estaráconcluidoen el año2002(Willenheimer

y cols., 1999).El estudioCHARM (Candesartancilexetil in HeArt failureReductionin Mortality

and morbidity) comparalos efectosdel candesartáncon los del placeboen pacientescon
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insuficienciacardiacasintomáticasubclasificadosen 3 grupos,segúnla fracciónde eyeccióny

la toleranciaa un inhibidor de la ECA. Este estudio estarácompletadoen el año 2002

(Willenheimery cols., 1999).El estudioOPTIMAAL (OPtimalTrial In Myocardialinfarction

with theAngiotensinII AntagonistLosartan)comparalos efectosdel losartány del captoprilo

en pacientescon insuficienciacardíacapostinfarto de miocardio, teniendocomo objetivo

primario la mortalidadtotal. Se prevéque estaráconcluido en el transcursodel afio 2000

(Dicksteiny cols., 1999).El estudioVALIANT (VALsartanIn AcutemyocArdial iNfarction

Trial) comparalos efectosdelvalsartáncon los del captopriloy la combinaciónde ambos,sobre

lamorbimortalidaden pacientescon insuficienciacardíacapostinfartode miocardio.Secalcula

queestaráconcluidoafinalesdel año2002o principiosdel 2003(Willenheimery cols., 1999).

Portanto,enel momentode escribirestaTesisDoctoraly a laesperade los resultados

de estosestudiosqueestánen marcha,los inhibidoresdela ECA siguensiendolos fármacosde

elecciónen el tratamientode la insuficienciacardíaca.No obstante,en casosde intoleranciaa

dichosfármacospodríaemplearseel losartán,queesel único fármacode estegrupoquetiene

aprobadala indicaciónde insuficienciacardíaca(Willenheimery cols., 1999).

IV.5.4. Efectosrenales.

Los antagonistasde los receptoresATí reviertenla acciónvasoconstrictorarenaldela

angiotensinaII, especialmentela vasoconstriccióndela arteriolaeferente,porlo queen pacientes

hipertensosincrementanel flujo sanguíneorenal; sin embargo,no modifican o incluso

disminuyen,la tasade filtración glomerulary la fracción de filtración (Timmermansy eols.,

1993; Kawabatay cols., 1994; Baboolady Meyer, 1995; Kayakaway cols., 1997; Klahr y

Morrisey 1997; Mackenziey cols., 1997; Wu y cols., 1997).Tambiénaumentanel volumen

urinario y disminuyenla reabsorcióndeNa~, Cf y en el túbuloproximal,siendosuefecto

natriuréticomásmarcadoen pacientesque recibenunadietapobreen sal.

Los antagonistasdc los receptoresATí disminuyenlaproteinuriaen modelosanimales

de insuficienciarenal(p.ej. en animalesen los que seha reducidolamasarenalo con nefrosis

inducidaporpuromicina)(Timmermansy cols., 1993;Kawabatay cols., 1994; Kannoy cois.,

1994;Bóhm y cols., 1995;Noday cols., 1997;Pericoy Remuzzi,1998).Tambiéndisminuyen
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laglomeruloesclerosisenratashipertensas,hiperlipidémicas(ratasImai) o condiabetesinducida

por laestreptotozina(Timmermansy cols., 1993;Kohzuki y cols., 1995;Obatay cols., 1997).

En pacienteshipertensosno diabéticos,el losartány el candesartándisminuyen]a proteinuria,

la fraccióndeexcreciónde albúminay de inmunoglobulinaE, mantienenla tasade filtración

glomerulary disminuyenla fracciónde filtración(Ooodfriendy cols., 1996;Chany cols., 1997;

Holdaasy cols., 1998). Como erade esperar,los antagonistasde los receptoresAh no son

efectivosen modelosen los quela angiotensinaII juegaunpapelmínimo (p. ej., la nefritis de

Heymano la que apareceen ratasZucker obesas).El losartánexhibeun importanteefecto

uricosúrico(Burniery cols., 1993).Esteefectoesindependientedelbloqueode los receptores

ATí, ya que no lo producenotros fármacosdel mismo grupo. En un estudio reciente,se

comparabala influenciadel losartány del eprosartánsobreel metabolismodel ácidoúrico en

pacientesconhipertensiónarterialleve omoderada(Puigy cols., 1999).En los pacientestratados

con losartánseobservóun aumentoen la excrecióndel ácidoúrico queno seacampañabade

modificacionessignificativasdela uricemia.Estaobservaciónsepuedeatribuirala transferencia

de uratostisulareshaciael torrentecirculatorio,producidaparacompensarlauricosuria.Porel

contrario,enlos pacientestratadoscon el eprosartánno seobservóningunamodificaciónen la

uricuria ni en la uricemia.Por todo lo anterior,el losartánseríaun fármaco de elecciónenel

pacientehipertensocon hiperuricemia.

Enla actualidaddesconocemoslos efectosde los antagonistasde los receptoresATI en

pacientesconnefropatíadiabética.En el estudioELITE 1, seobservóque el losartáneratan

efectivocomoel captoprilosobrela evoluciónde los nivelesplasmáticosde creatinina,lo que

sugierequelos antagonistasde los receptoresATí tendríantambiénun efectonefroprotector.

Estaposibilidadestásiendo analizadaen el estudioRENAAL (Reductionin Endpointsin

NIDDM with theAngiotensinII AntagonistLosartan)que evalúalos efectosdel losartánsobre

laprogresiónde la nefropatíaenpacientescon diabetestipo II.

IV.5.5. Efectos a nivel cerebral.

Datosexperimentalessugierenquela acciónantihipertensivade los antagonistasde los

receptoresATí tiene, en parte,un componentecentral localizado en el áreahipotalámica
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anterior.En ratasSHR, la inyecciónde losartánaestenivelproduceunareducciónde lapresión

arterialqueno seacompañade cambiosen la frecuenciacardiaca;idénticosresultadossehan

observadocuandoel fármacoseinyectaa nivel intracerebroventricularen ratassensiblesa la sal

(Kirby y cols., 1992).Sin embargo,es dificil sabercuál esel papelreal de estecomponente

central,ya quealgunosde estosfármacosatraviesancon dificultad labarrerahematoencefálica.

IV.6. Propiedadesfarmacocinéticas.

Las principalescaracterísticasfarmacocinéticasde algunosantagonistasde los receptores

ATí, asícomolas dosisrecomendadasen el tratamientodelpacientehipertensoseresumenen

laTabla 11 (Jobnston,1995;Tamargo,1996b,2000a;Csajkay cols., 1997).

El losartán seabsorbebien por vía oral, pero sufre un importante efectode primer paso

hepático,alcanzandonivelesplasmáticosmáximosal cabode 1 hora(Ooay Wagstaaff,1996).

Subiodisponibilidadoral (aproximadamenteel 33%),no semodificaenpresenciade alimentos.

Se une en un 99% a proteínasplasmáticasy sedistribuye ampliamente.Un 15%de la dosis

administrada,sebiotransformarápidamenteen el hígadopor las isoformasCYP3A4 y CYP2C9

(Stearnsy cols., 1995)del citocromoP450, enun metabolitoactivo, el E-3174. Encultivos de

célulasmusculareslisas vasculares,el E-3174 es 15 vecesmáspotenteque el losartánpara

bloquearlos receptoresATI y parainhibir el crecimientocelulary el aumentode la [Ca2+i

producidospor la angiotensinaII (Sachinidisy cols., 1993). El E-3174 alcanzaniveles

plasmáticosmáximosal cabode 3-4horasy presentaunasemividaplasmáticade 9 horas,por

lo queesel responsabledela prolongadaacciónantibipertensivadellosartán(Ooay Wagstaaff,

1996; Wong y cols., 1990c). En pacientescon un déficit en la isoforma CYP2C9 o con

mutacionesen el genquela codifica,menosde un 1% de ladosisde losartánseconvierteen E-

3174.El losartánseelimina porvía biliar (z 65% en heces)y en menorgradoporsecreción

tubularrenal(35%),de tal formaque menosdel 5%seencuentrade formainalteradaen orina

(Ooay Wagstaaff,1996).En pacientescon cirrosishepática,los nivelesde losartány E-3174

son, respectivamente,5 y 1.7 vecesmayoresque en sujetossanos,por lo que serecomienda

reducir la dosis de losartána la mitad. Sin embargo,no esnecesarioreajustarla dosis en

pacientescon insuficienciarenal(Csajkay cols., 1997).
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El candesartáncilexetil (TCV-116) es un profármacoinactivo que sehidrolizaenun

metabolito activo (candesartáno CV-1 1974) duranteel proceso de absorciónintestinal

(McClellan y Ooa, 1998). La absorciónes rápida y su biodisponibilidaddependede la

formulacióngalénica(14%cuandose administraen comprimidos,42%cuandose administraen

solución)(MeClellany Goa,1998),sin embargo,no sealteracuandose administrajunto con

alimentos(Riddel, 1997).Trassuabsorciónsealcanzanlas concentracionesmáximasalas 3-5

horas.El candesartánseuneaproteínasplasmáticasy seelimina en un 80%sin biotransformar

porvía urinaria (33%)y fecal (67%); el restosebiotransformaen el hígado(CYP2C9)en un

metabolitoinactivo,el CV-15959(McClellany Goa,1998).La semividaplasmáticadela forma

activa(candesartáno CV-l 1974)esde 9-13 horasy esindependientede la dosisadministrada

(McClellany Goa, 1998). En pacientesmayoresde 65 añosaumentanlas concentraciones

plasmáticasmáximas,aunqueestehechono parecetenerrepercusiónclínica. La semivida

plasmáticadel candesartánaumentaenpacientesconinsuficienciarenalgrave(aclaramientode

creatinina< 30 mí/mm) o con insuficienciahepáticaleve-moderada,porlo queenellossedebe

iniciar el tratamientocon unadosisde 4 mg/día(DeZeeuwy cois., 1997).

El eprosartánse absorbede forma incompleta por vía oral, disminuyendo su

biodisponibilidad(14%)cuandoseadministrajunto con alimentos(Teneroy cols., 1998).Las

concentracionesplasmáticasmáximassealcanzanal cabode 1-3 horas.Seune en un 98 % a

proteínasplasmáticas(Teneroy cols., 1997)y seelimina sin biotransformarporheces(90%)y

por orina (10%), siendo su semividaplasmáticade 5-7 horas(Teneroy cols., 1998). Su

eliminaciónseretrasaen pacientescon insuficienciarenalgrave(aclaramientode creatinina<

30 mí/mm)(Teneroy cols., 1997)y con insuficienciahepática(1eneroy cols., 1998).

La dosis de cualquierantagonistade los receptoresATí debereducirseal 50% en

pacientescon depleciónde volumensecundadaala administraciónde dosisaltasde diuréticos.

Sin embargo,dadasu elevadaunión a proteínasplasmáticas(> 90%) y su granvolumen de

distribución,no esprecisoreajustarla dosisde fármacoen pacientessometidosahemodiálisis.
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IV.7. Reaccionesadversas.

Los resultadosde estudioscontroladoshan demostradoque los antagonistasde los

receptoresATí presentanunaexcelentetoleranciaclínica, siendola incidenciade reacciones

adversasy de abandonosen muchosestudiossimilara ladel grupoplacebo(entre2-2.5%)(Ooa

y Wagstaff,1996;Bruunery cols., 1997; Markhamy Ooa,1997; Sever,1997).Sólo la astenia,

las cefaleasy los mareossuperanunaincidenciadel 1%. Dadoque no liberanni potencianla

acciónde las cininas,los antagonistasde los receptoresATí presentanun mínimo riesgode

producirtos, urticanao angioedema.Dehecho,laincidenciadetos esdel 4%con tosartán(3.4%

con el placebo)y del 2.3% con valsartán(1.5% con el placebo).En estudiosrealizadosen

pacientesconhistoriade tos tras exposiciónaun inhibidor de la ECA, los antagonistasde los

receptoresATí producenunaincidenciade tos similara la de lahidroclorotiazida,fármacoque

no produceestareacciónadversa.Se handescritocasosaisladosde edemadelos labiosy de los

párpadosy enrojecimientofacial en pacientescon historiade hipersensibilidadapenicilina o

aspirinaquerecibieronlosartán.

IV.8. Interaccionesmedicamentosas.

El losartán no interactúa con alimentos, digoxina, cimetidina, hidroclorotiazida,

anticoagulantesoralesobarbitúricos.El fluconazol,queactúacomo inhibidor de lasenzimasdel

citocromoP450,aumentalos nivelesplasmáticosdellosartány disminuyela formacióndelE-

3174(Csajkaycols.,1997;Kazieradycols.,1997).Lacimetidinaaumentaen un 18%el área

bajo la curvade nivelesplasmáticosdel losartán,perono la del E-3174 y, además,no alterala

semívidaplasmáticade ningunode los dos.Estasinteraccionescarecende importanciaclínica

y no obliganamodificar lapautadeltratamiento(Csajkay cols., 1997).

El telmisartánno interactúacon anticoagulantesorales, acetaminofén,amlodipino,

glibenclamidao hidroclorotiazida.Sin embargo,aumentala digoxinemia(20-49%),por lo que

éstadeberíasermonitorizadaen pacientesquerecibenestacombinación(McClellany Markham,

1998).El telmisartánno se biotransformaa travésdel citocromoP450, porlo queno son de

esperarinteraccionescon fármacosque lo inhiban. No se han descritointeraccionesentre
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candesartán,irbesartáno eprosartáncon alimentos,nifedipino, glibenclamida,hidroclorotiazida,

warfarina,fluconazol,digoxinao anticonceptivosorales(McClellan y Balfour, 1998;McClellan

y Ooa, 1998; Brunner, 1997). Los antiinflamatoriosno-esteroideosinhiben la acción

hemodinámicade los inhibidoresde la ECA, pero sedesconocesi algunosantagonistasde los

receptoresATí presentantambiénestainteraccion.

IV.9. Contraindicaciones.

Los antagonistasde los receptoresATí, comocualquierfármacoinhibidor delSRAA,

están contraindicadosen mujeres embarazadas,ya que pueden producir prematuridad,

oligohidramnios(disminuyenla funciónrenalfetal), hipoplasiapulmonarfetal, anormalidades

en la osificación craneofacial,retrasoen el cierre del ductusarteriosusy anurianeonataly

reducirel pesode la placentay del feto. Se administraráncon precauciónen pacientescon

historiapreviade hipotensión,depleciónde volumensecundariaa la administraciónde dosis

altasdediuréticosy, porel riesgode producirinsuficienciarenalreversible,en aquelloscon

estenosisrenalbilateralo con estenosisde la arteriarenalcon riñón único.Paraevitar el riesgo

de hiperpotasemiano seasociarána diuréticosahorradoresde K+, a suplementosde K~ o a

fármacosqueliberanestecatión(heparina).

IV.1O. Perspectivasfuturas.

Los antagonistasde los receptoresATí inhiben de forma específicay selectivalas

accionesdela angiotensinaII mediadasatravésde la estimulaciónde los receptoresATí, sea

cual seasu vía de síntesis.Administradosuna vez al día son efectivos en el control de la

hipertensiónarterial,siendosu acciónindependientede laedad,sexoo razadelpaciente.Pueden

utilizarseenhipertensosconpatologíaasociada(asma,enfermedadpulmonarobstructivacrónica,

diabetes,vasculopatíasperiféricas,hiperlipidemias),potenciándosesuacciónantihipertensiva

cuandose asociancon tiazidas.Todo ello, unido a su buenatolerancia, conviertena los

antagonistasde los receptoresATí en unaimportantealternativade los inhibidoresde la ECA,

particularmenteen aquellospacientesqueno los toleran(tos)o en los queestáncontraindicados
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(historiade angioedema).Otro aspectoque deberáseranalizadoes la posibleutilidad de la

asociaciónde antagonistasde los receptoresAh con inhibidores de la ECA; estebloqueo

secuencialdelSRAA permitirápotenciarsusefectosvasodilatadoresy antitróficosde lascininas

y de lasprostaglandinas.Estudiospreliminaressugierenque estaasociaciónpermiteconseguir

un efectohemodinámicoaditivo (Hamroffy cols., 1996; Spinaley cols., 1996).
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Los antagonistasde los receptoresATí de laangiotensinaII hanpasadoen los últimos

añosaocuparun lugarcadavezmásimportanteen el tratamientode lahipertensiónarterialy de

la insuficienciacardíaca.Desdesuintroducciónen terapéutica,seestimulóla investigaciónde

susefectossobreel aparatocardiovascularen generaly el corazónenparticular.Algunosdeellos

eranlógicamenteatribuiblesal antagonismode los efectosde la angiotensinaII que estaban

mediadosatravésde los receptoresATI, peroprontocomenzaronasurgirdatosque indicaban

quetambiénproducíanefectosfarmacológicosno relacionadosconsumecanismode accióny

quecontribuíanal efectoterapéutico.El losartánestimulala liberaciónde prostaglandinasE2 e

12 desdeel músculo liso vasculary desdeastrocitoshumanos,inhibe la vasoconstricción

inducidapor laestimulaciónct-adrenérgica,un efectoasociadoa la liberaciónde óxido nítrico

y antagonizalas accionesvasoconstnctorasy presorasdelanálogodeltromboxanoA2 U46624

en arteriaspulmonares.En 1996Thomasy cols.describieronqueel losartánpresentabaactividad

antiarritmica ventricularen modelosexperimentalesde isquemia-reperfusióncoronariaen

cobayo(Thomasy cols.,1996).Sin embargo,hastaentoncesno existíaningúnestudioenel que

seevaluaranlos efectosde estosfármacossobrecorrientesiónicascardíacas.Un añomástarde,

el estudio multicéntricoELITE demostróque en enfermoscon insuficienciacardíaca,el

tratamientocon losartánreducíala incidenciade muertesúbita(Pitt y cols., 1997)y reducíala

dispersióndel intérvaloQTc del electrocardiogramamásque el captopril (Brooksbyy cols.,

1999).Puestoqueel captoprilesun inhibidorde laenzimade conversiónde la angiotensinaII,

esteresultadopermitíasospecharqueel losartánejercíaalgúnefecto cardíacodirectoqueno era

consecuenciadeunainhibición de los efectosproarrítmicosde la angiotensinaII. Enconcreto

la disminuciónde la dispersióndel QTc sugeríaquedisminuía/aumentabala velocidadde la

repolarizacióndelpotencialde accióncardíacohumano.

Por todo ello, los objetivosquenospropusimosen lapresenteTesisDoctoraleran:

1. Evaluarlas accionesdirectasde cuatrofármacosantagonistasde los receptoresAh sobre

diversascorrientesde salidade K~ queparticipanen la repolarizacióncardíacahumana.Los

cuatro fármacosseleccionados,cuyas estructurasquímicas se muestranen la Figura 24,

producíandistinto tipo de antagonismode los receptoresAhí. Elegimosel losartán(cabezade
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seriede los antagonistasdelos receptoresATí, conel cualsehabíandescritolos posiblesefectos

antiarrítmicos)y el eprosartánque son antagonistascompetitivos;al E-3174 que es un

antagonistacompetitivomixtoy el candesartánqueproduceun tipo de antagonismocompetitivo

reversibleconunacinéticaextraordinariamentelentadenominado“bloqueo insuperable“. De

estaforma,si susaccionessobrelos canalesde K~ cardíacosno erandirectas,sino secundarias

al bloqueode los receptoresATí, sus efectossobreuna corrienteseríansimilaresy estarían

relacionadosconsupotenciaparabloquearlos receptores.Portanto,queríamospredecirsí se

tratabade un “efectode clase”o sí sólolo presentaríanalgunosde los fármacosdelgrupo.

2. Relacionarlos posiblesefectossobre los canalescardíacoshumanoscon los que estos

fármacosejercensobrela repolarizacióncardíaca(efectosdescritossobreel intervaloQT del

ECO). Conello, podríamospredecirlas posiblesaccionespro/antiarrítmicasparacadauno de

ellos.

Recientemente,hemos descrito que fármacos (loratadina, rupatadina, benzocaina)que

predominabanensuformano cargadaa pH fisiológico, producíanefectosmuy distintossobre

los canalesdeK~ cardíacosalos de los fármacosbásicos,quepredominanen suformacatiónica.

Así, los fármacosneutrosaumentabanaciertasdosisla amplituddelas corrientesde K±,esdecir,

que producíanun dobleefecto,“agonista-antagonista”.A esterespecto,debemosrecordarque

todoslos antiarrítmicosdelmercado,con excepciónde la amiodarona,presentancarácterbásico.

Porello, nuestrotercerobjetivo eradeterminarlas característicasdel bloqueoproducidopor los

cuatroantagonistasde los receptoresAh, todosellosácidosdébiles(pKa 5). Dadoquehasta

la fechano habíaen la literaturadatosacercade los efectosde fármacosquepredominanensu
+

forma aniónicaa pH fisiológico sobrelas corrientesde K cardíacas,nuestro estudionos

permitiría conocersi la presenciao ausenciade carganetay la naturalezade la misma es

determinantedel tipo de bloqueoy de laapariciónde los efectos“agonistas”.
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1. Registro de potencialesde acción cardíacos.

1.1. Procedimientogeneralde registro de potencialesde acción cardíacos.

Los PA cardíacosseregistraronen músculospapilaresprocedentesdecobayosmachos

depesoscomprendidosentre250 y 300 g (InterfaunaS.A., Barcelona).Los animalesfueron

sacrificadosmedianteun golpe en la nucay desangradostras decapitación;inmediatamente

despuésse procedíaa la extraccióndel corazón,a travésde una incisión en el tórax. A

continuación,el corazónse colocabaen una placa Petrí que conteníasolución Tyrode

previamenteburbujeadaconmezclacarbógena(95% O=/5%CO2), disecándoselos músculos

papilaresdel ventrículoderecho,obteniendose2 ó 3 de cadacorazón.Los músculospapilares

(entre1 y 2 cm de longitud) secolocabanen unacámarade Lucita de 5 ml de capacidady se

fijaban,mediantealfileresentomológicosde aceroinoxidable,sobreunasuperficiede Sylgard

(Dow-Corning, USA). La preparaciónse perfundíade forma continua a una velocidad

aproximadade 7 mí/mm consoluciónnutriciaoxigenadade la siguientecomposición:

NaCí 136

KCI 5.4

MgCl2 1

CaCI2

CoCí2 2

HEPES-Na 10

Glucosa 10

ajustándoseel pH a7.4 con NaOH.

En otro grupode experimentos,seestudiaronlos efectosdel losartány del E-3174 sobre

los PA registradosenmúsculospapilaresde cobayoperfundidoscon lamismasoluciónnutricia

a la que sehabíanadicionado30 gM de LaCl3 parabloquearla corriente‘Kr (Delpón et al.,

1995). Las solucionessemanteníana unatemperaturaconstantede 34W±0.5W durantetodo

el experimento.La temperaturasecontrolabamedianteunapuntatermosensible(YSI, USA)

situadaen el interior de la cámarade Lucita y conectadaa un lector de temperatura.La

preparaciónseestimulabaeléctricamentemedianteun electrodobipolardeplatino, colocado
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sobrela superficiede lapreparación,queseconectabaaun estimuladorprogramable(CS-220,

Cibertec),a travésdel cual se enviabanestímulosbásicos(Si) (Tamargo,1980).La señaldel

estimuladorse filtraba medianteuna caja de aislamiento (mod. PC-1, WPI) con el fin de

minimizar el artefactode estimulación.Los estímulosS~ eranpulsosrectangularesde 1 a2 ms

deduración,conunaintensidadun 20% superioral potencialumbraly que seaplicabana la

frecuenciade 1 Hz.

1.2. Técnicasde registro y diseflo experimental.

hras un periodo de estabilizaciónde 1 hora se procedíaal registro de los PA

intracelulares,utilizandoparaello microelectrodosde vidrio rellenoscon unasoluciónde KCí

3 M y con una resistenciade puntacomprendidaentre8 y 15 MO (Tamargoy cols., 1979;

Rodríguezy Tamargo,1980;Valenzuelay cols., 1988;Delpóny cols., 1991b,1993;Tamargo

y cols., 1995b;Pérezy cols.,1997).Los microelectrodosseconectabanmedianteelectrodosde

Ag-AgCl aamplificadoresWPI (modelo701).La señalde salidaseconectabaaun osciloscopio

de memoriaHAIvIEG HM 205.3, lo que permitíael análisis de los siguientesparámetros:

potencial de reposo(PR, mv), amplitud (APA, mV) y duracióndel potencial de acción

ventricularmedidoal 50%y al 90 % de repolarización(DPA50y DPA90, ms).

Tras obtenerlos valorescontrol de los parámetrosestudiados,las preparacionesse

perfundíanduranteunos30 minutoscon la dosisdel fármacoobjeto de estudio.Transcurridoese

tiempo,se analizabanlos cambiosproducidospor el fármacosobrelos distintosparámetros

estudiados.Finalizadalaperfusióndel fármaco,seprocedíaa lavarla preparacióndurante60-90

minutoscon soluciónsin fármaco,observándosesi duranteestetiempo serevertíansusefectos.

II. Técnicade fijación devoltajeenparchesdemembrana(patch-clamp).

En la décadade los 80 empezóa desarrollarseunanuevatécnicaparael estudiode

comentesiónicasen célulasaisladas.Estatécnica,denominadatécnicade fijación de voltaje en

parchesde membranao “patch-clamp’ (Hamilí y cols., 1981),permitemantenerde forma

estableel potencialdetoda la membranaen unacélulaaislada,o únicamenteen unapequeña
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porciónde la mismay registrarlacorrientegeneradaporel/los canal/esvoltaje-dependiente/s

presente/sen lamembranatrasaplicarun pulsohiperpolarizanteo despolarizante.Estatécnica

presenta4 configuracionesdistintas(Figura25):

1. Configuraciónde parchesobrecélulaentera(on-cellpatch).

2. Configuraciónde célulaentera(whole-cell).

3. Configuraciónde parcheinterior-fuera(inside-outpatch).

4. Configuraciónde parcheexterior-fuera(outside-outpatch).

Técnica dghatch-clamp”
Configuraciones

Solución

interna

“On-ceIl”

4

0
“Inside-out”

“Whole-cell”

4

<‘
“O utside—out”

Figura 25. Esquemade las cuatro configuracionesposibles
de la técnicade fijación de voltajeenparchesde membrana
(patch-clamp).

Pipeta
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La técnicadelparchede membranasebasaenla formacióndeun sello de altaresistencia

entrela luz de unamicropipetade vidrio y lamembranade unacélulaaislada.Paraello, como

semuestraen la Figura25, la micropipetaserellenade unasolución(solucióninterna),cuya

composiciónvaríadependiendode la corrientequevayaa estudiarsey que, ademásde iones

inorgánicos,puedecontenermediadorescelularescomo el ATP o el GTP. A travésde esta

micropipetaseinyectala corrientenecesariaparafijar el potencialde membranay aplicarpulsos

hiperpolarizanteso despolarizantesy a lavezseregistranlas corrientesiónicas.

Unavezque sehapuestoen contactolapipetacon la superficiede lamembranay tras

aplicarunapequeñasucción,laporcióndemembranaincluidaen la luz de lapipetase invagina,

formándoseun sellode altaresistencia.Estaesla configuraciónde parchesobrecélulaentera

(on-cellpatch).Estaconfiguraciónpermiteel registrode la corrienteunitariao microscópica(i),

que esla generadaporla activaciónde un únicocanalpresenteen elparchede membrana.

A partirde la configuracióndeparchesobrecélulaenteray aplicandodenuevounaligera

succiónpodemosromper la membranainvaginadaen la luz de la pipeta y conseguirla

configuraciónde célula entera(whole-cell).Traslarupturadelparchede membrana,la solución

internade lapipetaentraen contactoconel medio intracelulary al sermuchomayorel volumen

de la solucióninternacontenidoen lapipetaqueel citoplasmáticoseproduceun recambiocasi

inmediatode la composicióndel medio interno,esdecir,seproduceunadiálisis intracelular.

Enestascondicionespodemosfijar el potencialde membranaal valor deseadoy trasla

aplicaciónde los protocolosexperimentalesadecuados,registrarla corrienteiónicaresultantede

laactividadde todos los canalespresentesen la membrana(corrientemacroscópicao 1). Esta

configuraciónpermite,además,controlary modificaravoluntadtantoel mediointracelularcomo

el extracelular;sin embargo,tambiénse diluyen los mediadorescelularesresponsablesde la

regulaciónfisiológicade los canalesiónicos.Paraminimizar esteproblema,añadíamosa la

solucióninternaATP y otrosmediadorescelularesqueen condicionesfisiológicasmantienen

la funciónde los canalesiónicos.EstaconfiguraciónfUe lautilizadaen estaTesisDoctoralpara

el registrode la corrientehKvl .5 en célulasLtk (fibroblastosderatóncarentesdetimina cinasa.

Sanfordy cols., 1948),asícomoparael registrodelas corrientesHERGy Kv4.3 encélulasCHO

(ChineseHamsterOvary).

A partir de la configuracióndeparchesobrecélulaenterapodemosdejarincluido en la
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luz de la pipetasólo un parchede membrana,que quedaaisladodel restode la célulacon la

superficiecitosólicaexpuestaal medio exterior,mientrasque la caraexternade lamembrana

quedaen contactocon la solucióninterna.Estaes la configuraciónde parcheinterior-fuera

(inside-outpatch).La situacióncontrariaseríala configuraciónde parcheexterior-friera(outside-

outpatch).Estasdosconfiguracionespermitenel registrode la corrientemicroscópicao unitaria.

11.1. Configuración de parchede membranaperforado con nistatina.

La configuraciónde célulaenteradel parchede membranaeslamásempleadaparael

registro de corrientesiónicasmacroscópicas.Sin embargo,ya mencionamosque una de sus

limitacionesesquelos componentesintracelularessediluyen en el contenidode lamicropipeta

al romperel sellodealta resistencia.Algunascorrientesiónicasde Ca2~ode K~ puedenverse

afectadasporestefenómeno,produciéndoseunadisminucióndesuamplitudcon el pasodel

tiempo,procesoal quesedenomina“rundown”. Paraminimizaresteproblemapuedeutilizarse

la configuracióndel parchede membranaperforadocon nistatina(Horny Marty, 1988; Salay

cols., 1991, Delpóny cols., 1995).En estecaso,seañadenistatina,un antibióticopoliénico,a

la solucióninterna,observándosecomounavezhechoel sello de altaresistencia,lanistatinava

formando pequeñosporos en la membranade la célula que permiten el paso de iones

monovalentesasutravés(Figura26).De estaforma,la resistenciade accesova disminuyendo

paulatinamente,mientrasque la amplitudde la corrienteregistradava aumentando,hastaque

ambosparámetrosalcanzanvaloresestablesal cabodeunos30 minutos.Esteesel momentoen

e] que empezamosaregistrarla corrienteobjetode estudio.

En laFigura27, tomadade Salay cols. (1991),semuestracómodesdeelmomentoen

quesehaceel sello (t = 0) en células I~ pancreáticas,la resistenciade accesova disminuyendo

hastaque alcanzaun valorestable(z 20 MO) al cabode unos30 minutos.Simultáneamente,la

amplitudde la corrientede salidade K~ registradavaaumentandohastaalcanzar,al cabode unos

20 minutos,un valordeaproximadamente1.6 nA. Ennuestrascondicionesexperimentales,esta

configuracióndel parcheperforadocon nistatinanospermitefijar el potencialde membranay
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Figura 26.Representaciónesquemáticade la configuración de parcheperforado con
nistatinadela técnicadepatch-clamp.

registrarla corrientesin quesu amplitudcambiede formasignificativaduranteunos70 minutos.

Portanto,estafUe la configuraciónutilizadaparael registrode las corrientes‘K e ‘Ks en

miocítosventricularesde cobayoy de la corrienteKvLQT1 + minK en célulasCRO.

Técnica_de iiatch-claniv”
Configuración del parche perforado

perforado con nistatina

Pipeta

t=30’
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Figura 27. Representacióngráfica de la amplitud máxima de la corriente de K obtenida
a +70 mV (e) y de la resistenciade acceso(o) frenteal tiempo transcurridodesdela
formacióndel sello. TomadadeSalay cois (1991).

11.2.Registro de la corriente bKvl.5.

11.2.1.Transfección y cultivo celular.

El fragmentoSphI-EcoRVdel gen HK2 (paresde bases161-2059),que codifica la

expresiónde los canaleshKvl .5 humanos,sefijaba conKlenow y sesubclonabaen el sitio

EcoRV del vectorpMSVNeo(Snydersy cols., 1993),Estevectorconteníaun promotorviral de

un tumormamanomunno(MMTV) induciblepordexametasona,quecontrolala transcripción

del ADNC insertadoen el sitio “polylinker” y, además,un genquele confería resistenciaa la

neomicinadirigido porel promotorSV4O (Figura28) (Tamkuny cols., 1991;Snydersy cols.,

1993). El vector fue transfectadode forma estableen fibroblastos de ratón (células Ltk)

utilizandoel métododeprecipitacióncon fosfatode calcio (Takeyasuy cols., 1987).Después

de 24 horasseiniciabala selecciónde las célulastransfectadas,que serealizabaincubándolas
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durante2 semanasen presenciade 0.5 mg/ml de G418 (unanálogodeneomicina)hastaquese

formabanpequeñosfocosde crecimiento.A continuación,los focosse aislabanindividualmente

y semanteníanenpresenciade G418,analizándosela expresióndel ARNm de los canaleshKvI.5

utilizando la técnicadel Northernblot (Tamkuny cols., 1991). Posteriormente,lascélulas

transfectadassemantenianenmedioEaglemodificadodeDulbeccosuplementadoconsuerode

caballoal 10%y 0.25 mg/ml de G418 (queeliminaráaquellascélulasquenohayanexpresado

el vectory que,portanto,no sonresistentesal antibiótico)en unaatmósferade CO2 al 5%.

Los cultivoserantratadoscontripsinacada4-5 días.El díaanterioral de la realización

de los experimentos,las célulasseincubabandurante24 horascon dexametasona(2 jiM) para

inducir la expresióndel canalhKvl .5. Trasestetiempo,las célulasseseparabande las placas

mecánicamenteutilizandoun rascadorde goma,procedimientomedianteel cuallamayoríade

las células permanecía intacta. A continuación,la suspensiónde las células semanteníaa

temperaturaambiente(23-25W)durante12 horas,tiempo duranteel cual serealizabanlos

experimentos.

Figura 28. Representaciónesquemáticadel
vector pMSNeo que contiene: el gen que
codifica la expresiónde los canaleshKvl .5
(HK2), un genpromotordel mismo(MMIV)
induciblepordexametasona(dexa),ungenque
le confiereresistenciaa la neomicina(neo) y
supromotor(5V40).

SV4O

neo
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11.3.Registro de las corrientes HERG, KvLQTJ + minK y Kv4.3.

11.3.1.Transfeccióny cultivo celular.

Los genesHERG,KvLQT1, minK y Kv4.3 fueronproporcionadosporlos Dres.Keating

y Sanguinettide laUniversidadde Utah (USA) y McKinnonde laUniversidadde NuevaYork

(USA), respectivamente,quieneslos habíandonadoe identificado electrofisiológicamente

(Sanguinettiy cols., 1995; 1996b;Dixon y cols., 1996).

LascélulasCHO erancultivadasenmedioHams-F12 (GIBCO) enriquecidoconsuero

fetal bovino al 10%,y transfectadasde formatransitoriacon el ADNC que codificael canal

HERG, insertadoen el vectorpBKCMV (4 ~g4il), con el ADNC que codifica los canales

KvLQTI + minK insertadosen el vectorpCEP4(1 ~±g/}xídecadauno) o conel ADNC que

codificalos canalesKv4.3 insertadoenel vectorpBKCMV (3 kg/p1) y conel antígenoCD-8

insertadoen el vectorEBO-pcDleu 2 (0.5 ~g/gl) utilizando lipofectamina(GIBCO) (0.008

gg4il) (Sanguinettiy cols., 1995; 1996b; Johnsony cols., 1999).Las célulasseincubaban

durante6 horascon el ADNC y la lipofectaminaen medio sin suero y sin antibiótico.

Transcurridoestetiempo,el medio Hams-F12 secambiabaporotro queconteníasuerofetal

bovinoal 10%y antibióticos[penicilina(800UL) y estreptomicina(200 >.tg/ml)] y las célulasse

manteníanen una atmósferade CO
2 al 5% (37W) durante48 horas.Antesde iniciar los

experimentos,las célulaseranincubadasconesferasdepoliestirenounidasaun anticuerpofrente

al antígenode linfocitoshumanosCD-8 (DynabeadsM450, Dynal). En estascondiciones,las

esferasseuníansólo aaquellascélulasque habíanexpresadoel antígeno,queasuvezeranlas

que,generalmente,tambiénexpresabanel canaltrasfectado.Después,las célulaseranrecogidas

dela placautilizandorascadoresde gomay trasdejarreposarla suspensióndecélulasdurante

unahoraatemperaturaambiente(22W), secomenzabanlos experimentos.

11.4. Soluciones empleadas para el registro de las corrientes hKvl.5, HERG,

KvLQTl+minK y Kv4.3.

LascélulasLtl< y CHO seperfundíanconunasoluciónexterna,quecontenía(enmM):
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NaCí 130

KCl 4

CaCl2 1

MgCl2 1

HEPES-Na 10

Glucosa 10

ajustándose el pH a 7.4 con NaOH.

La solución intema contenía (en mM):

Aspartato-K 80

KCl 42

KH2PO4 10

MgATP 5

Fosfocreatina 3

HEPES-K 5

EGTA-K 5

ajustándoseel pH a 7.2 conKOH.

En los experimentosen los que se registró la corrientehKvl .5 cuando se había

disminuidola [Kt~ al 25 %, elAspartato-Ksesustituyóde formaequimolarporTrisCí.

Pararegistrarla corrienteKvLQT1 + miniK, antesde iniciar los experimentosseañadía

ala solucióninternalanistatina,disueltaen metanoly HCl iN, obteniendounaconcentración

final máximade 100 j.ig/ml, ya que en experimentospreliminarespudimosdemostrarque a

concentraciones superiores producía una acción tóxica en esta línea celular.

11.5. Registro de la corriente ‘K•

11.5.1. Disociaciónenzimática de miocitos ventriculares de cobayo.

Los miocitos ventriculares se obtenían a partir de cobayos machos de pesos

comprendidos entre 250 y 300 g. Los animales fueron sacrificados mediante un golpe en la nuca

y desangrados tras decapitación. Inmediatamente se procedía a la extracción del corazón, a través
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deunaincisión en el tórax. Los corazonessemontabanatravésde la aortaen la cánulade un

sistema de perfusión (Langerdorff) y se perfundia durante 2 minutos con una solución Tyrode

modificada que contenía 1.8 mMde CaCl2. La perfusión era oxigenada (95% 02/5% CO2) y

mantenidaa37
0C. A continuación,seperfundíadurante10-15minutosconunasoluciónTyrode

sin Ca2~, y duranteotros4 minutoscon lamismasoluciónala quesehabíanadicionado0.12

mg/ml de colagenasa(SigmatypeJa,SigmaChemicalCo.) y 0.03 mg/ml de proteasa(Sigma

typeXIV, SigmaChemicalCo.). Posteriormente,seperfundíael corazóncon unasoluciónque

contenía una alta concentración de K~ y baja de Ci (solución “Krafibrñhe” o KB. Isenbergy

Kldckner, 1982)duranteotros4 minutos.A continuación,sedesprendíael corazónde la cánula

y se disecaban los ventrículos cortándolos en trozos pequeños. Estos se llevaban a una placa con

solución KB donde se agitaban para facilitar la dispersión de las células. La suspensión de células

resultante se mantenía en solución KB durante 1 ó 2 horas antes de empezar los experimentos.

La soluciónTyrodecontenía(enmM):

NaCí 114

KCl 5.4

CaCl
2 1.8

MgCl2 1

Taurina 20

Glucosa 10

NaHCO3 24

NaH2PO4 0.42

ajustándose el pH a 7.4 con NaOH.

LasoluciónKB contenía(en mM):

Ac. glutámico 70

haurina 10

KCI 20

KH2PO4 10

MgCl

Ac. succínico 5

Creatina 5.7
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Dextrosa 10

EGTA-K 0.2

HEPES-K 10

ajustándose el pH a7.4 conKOH.

Parael registrode la corriente‘K se perfundieron los miocitos ventriculares con una

soluciónexternaquecontenía(enmM):

NaCí 136

KCl 5.4

MgCl2 1

CaCl2 1

CoCí2 2

Tetrodotoxina 0.03

HEPES-Na 10

Glucosa 10

ajustándose el pH a 7.4 con NaOH.

La solucióninternacontenía(en mM):

Aspartato-K 80

KCl 42

KH2PO4 10

MgATP 5

Fosfocreatina 3

HEPES-K 5

EGTA-K 5

ajustándose el pH a 7.2 con KOH.

Antes de iniciar estos experimentos se añadía la nistatina a la solución interna,

alcanzándose en la micropipeta la concentración de 300 gg/ml. Además, se adicionaba a la

solución externa tetrodotoxina (0.03 mM)y Co
2~ (2 mM)para inhibir las corrientes de entrada

de Na~ (‘Na) y de Ca2~ (‘CaL), respectivamente.

En estas condiciones experimentales y aplicando los protocolos correspondientes, se

registró la comente ‘K en situación control y en presencia de losartán ó de E-3 174. En miocitos
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ventriculares de cobayo esta corriente es el resultado de la activación de dos componentes, ‘Kr

e ‘Ks (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990a), pero la ‘Kr presenta una amplitud muypequeña, por lo

que es muy dificil estudiarla de forma independiente en estas condiciones. Por tanto, para poder

analizarla utilizábamos un protocolo de estimulación en el que aplicábamos un pulso

despolarizante hasta +50 mV que activaba la corriente de salida 1K; a continuación, se

repolarizaba hasta O mVdurante 10 s, de tal forma que se deactivaba completamente la ‘Ks

permaneciendo activada la ‘K¡-~ Al cabo de este tiempo, hiperpolarizábamos la membrana hasta

-50 mV, lo que nos permitía registrar una corriente de cierre de gran amplitud, que era debida

únicamente a la deactivación de la ‘Kv Cuando estudiábamos los efectos de losartán y E-3 174

sobre la comente ‘Ks’ se añadía a la solución externa La3~ (LaCl
3 30 1iM), un bloqueante selectivo

de ‘Kr (Sanguinetti y Jurkiewicz,1990b;Delpóny cols., 1995).

11.6. Técnicas de registro

Para registrar las corrientes de 10, colocábamos una alícuota de la suspensión de las

células objeto de estudio en una cámara de 0.5 mi, montada sobre la platina de un microscopio

invertido (mod. TMS, Nikon). Tras esperar a que las células se asentaran sobre el fondo de la

cámara, se perfundían con la solución externa a una velocidad aproximada de 1 mí/mm.

Las micropipetas de registro fueron elaboradas a partir de capilares de borosilicato (mod.

GD-1, Narishige) utilizando un estirador horizontal programable (mod. P-87 Brown Flamming,

Sutter Instruments Co.). Posteriormente, se pulía su boca mediante calor en una microforja (mod.

MF-83, Narishige). La resistencia de punta de las pipetas, rellenas con solución interna y en

contacto con la solución externa, fue de 2.5 + 0.5 MO(n = 55). Las micropipetas se acercaban

utilizando un micromanipulador Narishige MO-103 a la superficie de la célula, aplicándose

posteriormente una succión para formar un sello de alta resistencia (16 + 9 GO). Después de la

formación del sello, las células se levantaban de la superficie de la cámara y la porción de

membrana (parche) incluida en el interior de la pipeta se rompía, succionando de nuevo

(configuración de célula entera) o bien, se esperaba a que la nistatina permitiese el acceso

eléctrico (configuración del parche perforado con nistatina).

Los artefactos de corriente capacitativa generados tras la aplicación de pulsos simétricos
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de 10 mVde amplitud, se registraron aSOKHz (filtrados a 10KHz) para el cálculo posterior de

la capacitancia, la resistencia de acceso y la impedancia de entrada de la célula (Figura 29).La

capacitancia y las resistencias en serie fueron compensadas en todos los experimentos, utilizando

la unidad de compensación de las resistencias en serie del amplificador Axopatch-1D

alcanzándoseunvaloraproximadode compensacióndel 80%de laresistenciade accesoefectiva

(RJ. El valor de ésta fue calculado a partir del cociente entre la constante de tiempo del artefacto

capacitativosin compensar(tJ y la capacitanciade la célula (Cm), obtenidaal integrarel

artefacto capacitativo. En el caso de las células Ltk, el valordela Raresultóserde 6.6±1.3 MO

(n = 29)y las corrientes hKvl .5 registradas alcanzaronuna amplitud máxima a+60 mV de 1.3

+ 0.1 nA (n = 29). Por lo tanto, con los electrodos utilizados, el error de voltaje debido a las

resistenciasen serieno resultósersignificativo(<5 mV), lo quefueconfirmadoal calcularla

resistenciade accesosin compensar,queresultóserde 3.3 + 0.5 MO(n = 29). Además,labaja

capacitanciade las células(10.2±0,8pF) permitíaunarápidafijación del voltaje(Figura29A).

En las célulasCRO, la Cm resultóserde 10.5±0.84 pF y la Ra de 4.7± 0.23 MO(n =

26).Las corrientesHERG,KvLQTI + miniK y Kv4,3 registradas tenían una amplitud máxima

de 0.16±0.04 nA (n = 9), 2.3±0.3 nA (n 17)y 2.9±0.6 nA (n= 14), respectivamente, por

lo que el error de voltaje debido a las resistencias en serie tampoco fue significativo en ninguno

de los tres casos (< 5 mV) (Figura 29B).

En los miocitos ventriculares de cobayo, los valores de la R~y de la Cmfueron 13.4± 0.8

MOy 63.2 ±2.0pF (n = 8), respectivamente, y la amplitud máxima de las corrientes registradas

fue siempre menor de 1 nA (0.28 ±0.03 nA, n = 23),por lo que el error de voltaje tampoco

resultó significativo (<2.7 mV) (Figura 29C).

Parael registrodelas corrientesseutilizó unamplificadordepatch-clamp(Axopatch-1D,

Axon Instruments). Las corrientes se filtraron a la mitad de la frecuencia de muestreo, con un

filtro Bessel de 4 poíos, y se almacenaron en el disco duro de un Ordenador HPVectra VL Serie

3 para su posterior análisis. Durante los experimentos, el potencial de membrana y las corrientes

iónicaseranregistradosde formacontinuaen lapantallade un osciloscopiodigital (mod. 5020

A, Kikusui ElectronicsCo.). Los pulsosfueron generadosporun convertidoranalógico-digital

de 12 bits. Laadquisiciónde los datos,el análisisde los mismosy lagénesisde los protocolos

frieron controlados mediante el programa PCLAMP5.5.1 (Axon Instruments).
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Figura 29. Propiedades pasivas de la membrana. Se muestran los
artefactoscapacitativosregistrados al aplicarun pulso de lO mV de
amplitud en una célula LtI,< (panel A) o CHO(panel B) y en un miocito
ventricularde cobayo(panelC).
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11.7.Protocolosexperimentalesy análisis de los resultados.

11.7.1. hKvl.5.

Tras obtener los registros de corriente en situación control, se iniciaba la perfusión de las

célulascon el fármacoobjeto de estudio.La perfusióndel fármacoy el lavadodel mismofueron

analizados mediante la aplicación de pulsos de 250 ms desde -80 hasta +60 mV, aplicados cada

30s.

El potencial de membrana se fijó a -80 mV(potencial de fijación o “holding potential”).

Los diferentesprotocolosexperimentalesseaplicarona unafrecuenciade 0.1 Hz paraevitarun

acúmulodebloqueoo unadeactivaciónincompletade la corriente(Snydersy cols., 1993;Delpón

y cols.,1999a).El protocoloutilizado paraobtenerla relacióncorriente-voltaje(I-V) y la curva

de activación de la corriente, consistió en la aplicación de pulsos de 500 ms de duración desde

-80 hasta +60 mVen incrementos de 10 mV seguidos de la repolarización del potencial de

membrana durante otros 500 ms a -40 mV, lo que nos permitía registrar las corrientes de cierre

(“tau currents”). Las relaciones I-V en estado estable se obtuvieron representando la amplitud

de la corriente al final de los pulsos de 500 ms frente al potencial de membrana del pulso. Entre

-80y -40 mV sólo seobservócorrientelineal inespecífica(“leak”). La corrección de la misma

serealizóutilizandoun métodode mínimoscuadradoscon un programade análisispropio de

nuestrolaboratorio(Delpóny cols.,1999a).Las curvasde activaciónseobtuvieronal representar

laamplituddelpicode la corrientedecierrefrentea cadavalorde potencialdemembranaprevio.

Las curvas de activación en ausencia de fármaco se ajustaron mediante una ecuación de

Boltzmann (Valenzuela y cols., 1995;Delpóny cols., 1999a):

yA/{l +exp[(Eh-Em)/k] (1)

dondeA representala amplitud,Eh el voltajeal cualel 50%de los canales están activados, Em

el potencial de membrana y k el valor inverso de la pendiente de la curva de activación.

En algunoscasospara el ajuste de las curvas de activación fUe necesariauna función de

Boltzmann con 2 componentes (Delpón y cols., 1999a):
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y = A1/{ 1 + exp[(EhI-Em)/kl]1 + A2/{ 1 + exp[(EhZ-E~)/k2]}. (2)

La activación de la corriente hKvl.5 es un proceso sigmoidal, lo que sugiere que el canal

transita por diferentes estados cenados antes de abrirse. Sin embargo, con el propósito de

describirla constantedetiempodominantedelprocesoy los efectosde los fármacossobreella,

en la presente Tesis Doctoral hemos utilizado un análisis exponencial para ajustar tanto el

procesode activacióncomo el de deactivación.La constantede tiempo de la inactivaciónse

calculóal realizarel ajustemonoexponencialde lacaídadela corrientedurantelaaplicaciónde

pulsosde 500 ms a +60 mV. Paraestudiarla cinéticade aparicióndel bloqueofrecuencia-

dependiente,semidió la amplituddel pico de la corrienteobteniday serepresentófrenteal

número de pulsos del tren. En todos estos casos, los datos experimentales obtenidos fueron

ajustados a una función exponencial (Delpón y cols., 1999a). La ecuación utilizada para ello fue:

y = C + A1exp(-t/t,~) + A2exp(-t/t2x) + ... + A~exp(-t/-r,x) (3)

donde z1,t2,t~ sonlas constantesde tiempodel sistema,A1, A2, A~ sonlas amplitudesdecada

componente de la exponencial y C es el valor basal. El procedimiento de ajuste utilizó un

algoritmo no lineal de mínimos cuadrados (Gauss-Newton) y los resultados fueron obtenidos en

formato lineal y semilogai-ítmico junto con la gráfica de las diferencias frente al ajuste. La bondad

del ajuste fue juzgada por el criterio ~2 eliminándose aquellos ajustes en los que aparecían

desviaciones sistemáticas no aleatorizadas.

La fracciónde bloqueovino dadaporla ecuación:

f l<~ ‘FÁRMACO
11CONTROL (4)

Para el cálculo de la DE
50, o concentración de fármaco que produce el 50%del efecto

máximo, de cada uno de los cuatro fármacos estudiados sobre las corrientes hKvl .5 se utilizó la

siguiente ecuación:
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ID]

donde f representala fraccióndel bloqueoproducidoporel fármacoobjetode estudio,[D] la

concentración de fármaco utilizada, y la DE50 la concentración de fármaco que produce el 50%

del efectomáximo.

Paradeterminarel grado de bloqueofrecuencia-dependienteproducido,se aplicaron

trenes de pulsos de 200 ms de duración desde el potencial de fijación (-80 mv) hasta +10 ó +60

mV, a la frecuenciade 1 ó 2 Hz, en ausenciay en presenciade cadauno de los fármacos.Para

obtener los valores de bloqueo tónico (porcentaje de disminución de la corriente que produce el

fármaco tras el primer pulso del tren) y del bloqueo frecuencia-dependiente (porcentaje de

disminuciónde la corrientetrasla aplicacióndel trende pulsos)secalculéel cocienteentrela

amplitud del pico de la corriente obtenida tras el primer y último pulso del tren, respectivamente,

en ausencia y en presencia de cada uno de los fármacos:

% Bloqueo tónico = [1- (lFÁP~Aco(lC
t pulso)/ ICONTROL(ler pulso))]x 100 (6)

% Bloqueo frecuencia-dependiente = [1-(IpÁ~Áco(l60PUISO)/IcoNTRoL(l60pulso))]x 100 (7)

La dependencia de voltaje del bloqueo fue analizada representando el valor de corriente

relativa (JEÁRMACO/ICONTROL) frente al potencialde membrana. La dependencia de voltaje del

bloqueo fue ajustada a la ecuación (Woodhull, 1973):

f [D]/{[D] + K¿ x exp(-z5FE/RT)} (8)

donde z representa la valencia del ión, F es la constante de Faraday, R es la constante universal

de los gases, T la temperatura absoluta, 3 la fracción de distancia eléctrica, es decir, la fracción

del campo eléctrico transmembrana que atraviesa una molécula cargada del fármaco para alcanzar

susitio receptory K¿ la constante aparente de disociación calculada al potencial de referencia

(0 mV).
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11.7.2.HERG y KvLQT1 + minK.

Enestegrupode experimentoslosefectosproducidosporla perfusióndelfármaco,fueron

analizadostrasla aplicacióndepulsosdespolarizantesde2 sde duracióndesde-80hasta+60 mV

(KvLQTl + miniK) ó de 5 s de duracióndesde-80a+30 mV (HERG), aintervalosde 60 s. Las

relacionescorriente-voltaje(I-V) y lascurvasde activaciónseobtuvieronaplicando,cada60 s,

pulsosde 2 ó 5 s deduracióndesde-80 hasta+60mV en incrementosde 10 mV y, repolarizando

a continuaciónlamembranahasta-40mv (KvLQT 1 +minK) ó -60 mV (HERG)pararegistrar

lascorrientesdecierre. Paraanalizarla dependenciade voltajede la activaciónde los canales

HERGy KvLQTI+minK, las curvasde activaciónse ajustaronaunafunciónde Boltzmann,lo

quenospermitió calcularlos valoresde Eb y de k de la curvade activación.El análisisdelcurso

temporalde la activacióny la deactivaciónde los canalesHERGy KvLQT1+minK serealizó

ajustandolos trazosde corrientea unafunciónmonoexponencialo biexponencial(ecuación3),

segúnel caso,obteniéndoseasí las correspondientesconstantesde tiempo.Asimismo,seobtuvo

el cocienteentrela corrienteKvLQTl+minK sensibleal candesartány la corrienteen situación

control ([(Ic-icANn)/ic])~ registradasambasa +60 mV; el ajustede estosdatosauna función

monoexponencial (ecuación 3) nos permitió calcular la constante de tiempo de aparición del

bloqueo de los canales KvLQT1+miniK. Los valores de DE50 para cada uno de los fármacos

estudiadossobrelas corrientesHERGy KvLQTl+minK seobtuvieronutilizandola ecuación

descritaparalacorrientehKvl.5 (ecuación5).

11.7.3.Kv4.3.

Paraanalizarlos efectosproducidospor laperfusióndel fármaco,aplicábamospulsos

despolarizantesde 250 ms de duracióndesde-80 hasta+50 mV a intervalosde 30 s. Lascurvas

1-y y las curvasde inactivaciónseobtuvieronaplicandounprimerpulsode 250 ms desde -80

hastapotencialescomprendidosentre-90y +50 mV, seguido de un segundo pulso de 250 ms a

+40 mV. Las curvas de inactivación se obtuvieron representando la amplitud del pico de la

corriente registrada al aplicar el segundo pulso a +40 mV frente al nivel de potencial de

membrana del pulso previo. Su ajuste a una función de lBoltzmann nos permitió obtener los
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valoresde Eh (potencialde membranaal cual el 50% de los canalesestabaninactivados)y k

(valor inverso de la pendiente de la curva). La cinética de la activación e inactivación de la

corrienteseajustó a una función mono o biexponencial,respectivamente,obteniéndoselas

correspondientesconstantesdetiempo.Al igual queenlos casosanteriores,paraobtenerla DE50

para el candesartán y eprosartán se utilizó la ecuación 5.

11.7.4. ‘K e

Los efectos producidos durante la perfusión del fármaco fueron analizados aplicando

pulsosde 5 s de duracióndesde-40 hasta+30 mV. Las relacionesI-V y las curvasde activación

fueron obtenidas al aplicar pulsos de 5 s desde -40 hasta +70 mV, en incrementos de 10 mV,

repolarizando durante otros 5 s hasta -30 mVpara registrar las corrientes de cierre. El intervalo

de tiempo entre pulsos sucesivos fue de 30 s para evitar la activación residual de la corriente. Las

curvas de activación fueron ajustadas a una función de Boltzmann para obtener los valores de Eh

y k. Por su parte, los efectos tiempo-dependientes fueron analizados midiendo la amplitud de las

corrientesde cierrede la ‘Ks’ registradastras al aplicarpulsosde duraciónvariable(entre0.1 y

10 s) desde-40hasta+30mV. La relaciónentrela amplitudde las corrientesde cierre ‘Ks y la

duración del pulso fue ajustada a una función monoexponencial, obteniéndose una constante de

tiempoquerepresentala constantede tiempode activaciónde los canalesKs. Parael análisisdel

cursotemporalde las corrientesde cierrede la ‘K e ‘Ks’ seajustaronlos trazosde corrienteauna

funciónbiexponencial,obteniendo2 constantesde tiempo,t. y ‘u.

El cálculo del cociente entre las corrientes ‘K e ‘Ks sensiblesal losartány las corrientes

en situación control ([(Ic-ILos)/Ic]), registradas a +50 mV, y su posterior ajuste a una función

monoexponencial (ecuación 3), proporcionó una constante de tiempo que representa la constante

de tiempode aparicióndel bloqueo.

11.8. Análisis estadísticode los resultados.

Encadaseriehomogéneade experimentossecalculóla media,la desviaciónestándary

el errorestándarde la media(FSM) (Domenech,1982). Los datosqueaparecenen las distintas
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tablasy representacionesgráficasdeestaTesisDoctoralseexpresancomomedia±errorestándar

dela mediaparaun determinadonúmero(n)de experimentos.

Paracompararlos valorescontrolesconlos obtenidostraslaperfusióncon cadauno de

los fármacosensayados,seutilizó lapruebade comparaciónde resultadospareadosmediantela

t de Student.Paracompararel bloqueoinducidoporlos cuatrofármacosutilizadosseempleóun

análisisde varianza(ANOVA) de unavía, seguidode un test de Newman-Keuls(Tallariday

Murray, 1987). Seconsideraronsignificativasaquellasdiferenciasparalas que P resultóser

menorde 0.05. En el apartadode “Resultados”seofrecemás información sobreel análisis

estadísticorealizado.

11.9. Fármacos.

Tantoel losartáncomo el E-3174 fueronsintetizadosy proporcionadosporel laboratorio

MERCK SHARP & DOHME (España). El candesartán(CV-l 1794) fue sintetizado y

proporcionadopor el laboratorioASTRA (MaS-ide,Suecia).Y finalmente,el eprosartánfue

sintetizadoy proporcionadoporel laboratorioSMITHKLINE BEECHAM (España).Todoslos

fármacosfueronproporcionadosen formade polvo. El losartány el E-3174 sedisolvieronen

metanol,mientrasque el candesartány el eprosartánsedisolvieron en dimetilsulfóxido.En

experimentospreliminaresse comprobó que las concentracionesfinales de metanol y

dimetilsulfóxido no modificaban la amplitud de ninguna de las corrientes analizadas.

Diariamente,sepreparabaunasoluciónde fármacoala concentraciónde 102M, quesediluía

en soluciónexternahastaobtenerla concentraciónde fármacodeseada.En todos los casos,la

dosisempleada(1 1xM parael losartán,E-3 174 y eprosartány 0.1 gM parael candesartán)estaba

dentrodel rangode concentracionesplasmáticasterapéuticasobtenidastrasla administraciónde

estosfármacosen pacienteshipertensoso coninsuficienciacardíacacongestiva(Johnston,1995;

McClellany Balfour, 1998;McClellany Goa,1998).
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1. Característicaselectrofisiológicasde la corrientebKvl.5.

Las Figuras 30 y 31 muestranlas principalescaracterísticascinéticas y voltaje-

dependientesde la corrientehKvl .5, registradaen ausenciade fármacos,que coincidencon las

descritasoriginalmenteparaestacorrienteiónica(Snydersy cols., 1993,Delpóny cols., 1999a).

En el panelA de la Figura30 se muestraunafamilia de trazos de corrienteobtenidosen una

célulaLtk queexpresade formaestableel genque codificaparael canalhKvl .5, con el que ha

sido transfectada.Los registrosfueronobtenidostrasaplicarpulsosde 500msdesdeun potencial

de fijación de -80 mV hasta+60mV en incrementosde -20mV. La corrientebKvl .5 seactiva

siguiendoun procesosigmoidal, que presentauna cinética muy rápiday que es voltaje-

dependiente,alcanzaun máximoy, posteriormente,seinactivade formalentay parcialdurante

elpulsodespolarizante.Paraanalizarla cinéticadelprocesode activaciónde la corrientehKvl.5,

ajustamoslos trazosde corrientedesdeel final deltramosigmoidalhastael pico máximode la

comente(detallede laFigura30B) auna funciónmonoexponencial(ecuación3 delMaterialy

métodos),lo quenospermitióobtenerunaconstantede tiempode activación,queresultóser1.7

+ 0.2 ms a +60mV y 27.43 ±1.9 msa-lOmV (n = 29). En el panelB de la Figura30 están

representadaslasconstantesde tiempo de activaciónen funcióndel potencialdel pulso; como

puedeobservarse,la constantede tiempo de activación de la corrientehKvl.5 disminuye

rápidamentecuantomáspositivoesel pulso aplicado.Al repolarizarla membranaa -40 mV

duranteotros500 ms seregistraronlas denominadascorrientesde cierre.Medianteel ajustede

los trazosde lascorrientesde cierrea unafunciónmonoexponencial(ecuación3), obtuvimosuna

constantede tiempode deactivacióndc 51.3 ±2.8ms (n= 35) (panelC de laFigura30).

En la Figura 31 semuestrantrazosde corrientehKvl .5 registradosen unacélula al

aplicarpulsosde 500ms (panelA) o 5 s(panelB) de duración,desde-80hasta±60mV. Cuando

seaplicaronpulsosde 500 ms, el porcentajedeinactivaciónalcanzóel 29.3 + 1.5 % (n 29). En

estecasoseajustóla inactivaciónde la corrienteauna funciónmonoexponencial(ecuación3),

obteniendounaconstantedetiempode 171.4+ 11.8ms. Cuandolos pulsosaplicadoserande

5000ms, el porcentajede inactivaciónaumentabahastael 52.1 + 1.3 % y el procesoseajustaba
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Corrientes de Cierre

200 mm
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Potencial de membrana <mv)

- 40 mv

Figura30. CorrientehKvl .5. A. Trazosde corrientebKvl .5 obtenidos
al aplicarpulsosde 500ms desde-80hasta+60mV en incrementosde
20 mV, seguidosderepolarizacióna -40 mV pararegistrarlas corrientes
de cierre. B. Relaciónentre las constantesde tiempo de activación,
obtenidasal ajustar el primer tramo de corriente a una función
monoexponencial y el potencial de membrana. C. Ajuste
monoexponencialde la corrientede cierre obtenidaal repolarizarla
membranahasta-40mV.
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Figura31. Trazosde corrientehKvl.5 obtenidosenunamismacélula
trasaplicarpulsosde 500 ms (panelA) o de 5 s(panelB) desde-80hasta
±60mV.

mejoraunafUnciónbiexponencial(ecuación3), obteniendounaconstantedetiemporápida(trzt:

178.2±22.9ms)y otralenta (t1= 2176.8+ 127.6ms).

1.1. Efectosde losartán,E-3174,eprosartány candesartánsobrela corrientehKvl.5.

Paraanalizarlos efectosproducidospor la perfusióndel fármacosobrela corriente

hKvl .5, utilizábamosun protocolo experimentalque consistía en la aplicación de pulsos

despolarizantesde 250 ms desdeun potencialde fijación de -80 hasta+60 mV cada30 s,
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repolarizandoa -40 mV duranteotros 250 ms, paraobtenerlas corrientesde cierre. En estas

condiciones,al inicio de la perfusión,tanto el losartán(1 1M) comosumetabolito,el E-3174 (1

+ 60 mV

-80 mV

A

B

-40 mV

E3174

Control

Figura 32.TrazosdecorrientebKvl.5 obtenidosen doscélulasdistintastras aplicar
pulsosde 250 ms desde-80hasta+60 mV en situacióncontroly en presenciadel
losartán(1 1M) (panelA) y delE-3174(1kIM) (panelH).

Losartán

Control

e
o

100 ms
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~iM),aumentabanpaulatinamentela amplitudde la corrientehKvl.5, hastaalcanzarel aumento

un valor máximo al cabodeunos6 minutosdel 8.0±1.4 % (n = 8, P <0.05,vs. control) en

presenciadel losartány del 7.4 + 1.6% (u 8, P <0.05vs. control) en presenciadel E-3174

(Figura32).Porel contrario,ni en presenciadel eprosartán(1 j.uM) o del candesartán(0.1 ~‘M)

seobservóesteaumentoen la amplitudde la corrientehKvl .5.

Posteriormente,los cuatrofármacosdisminuyeronlaamplitud de la corrientehKvl .5,

observándoseque el bloqueoalcanzóun valorestableal cabode 15 minutos.Enlas Figuras33

y 34 se muestranfamiliasderegistrosde corrientehKvl .5 obtenidos,en cuatrocélulasdistintas,

al aplicarunaseriede pulsosde 500 ms desde-80mV hasta+60mV enincrementosde -20mV,

repolarizandodespuésa-40mV duranteotros500 ms paraobtenerlas corrientesde cierre,en

ausenciayenpresenciadelosartány E-3 174. El losartán(1 1iM) produjounaligeradisminución

en laamplitudde la corrientehiKvl.5, quefue másmarcadaal final que al inicio de los pulsos

aplicadosapotencialescomprendidosentreO y +60 mV. La inhibición de la corrienteproducida

porel losartánal final de los pulsoshasta+60 mV, que seconsiderócomo indice de bloqueo

(ecuación4 del Materialy Métodos),resultóserde un 8.7 + 2.3 % (n = 7, P < 0.05 vs. control).

A potencialesnegativos,el losartánaumentóla amplitud de la corriente,alcanzandoeste

aumentoun 22.8 + 9.5 % (n = 7, P < 0.05 vs. control) a -20 mV (Figura 33A). En estos

experimentos,lainteracciónfármaco-canalfuedescritautilizandoun modelocinéticode bloqueo

de primerorden,de tal formaque apartirdel porcentajede bloqueo producidoporel losartán

(1 iM) a +60 mV pudimosobtenerla DE50,es decir,la concentraciónde fármaconecesariapara

producirel 50%delefectomáximo(ecuación5 del Materialy Métodos)queresultóser16.8±

4.4 gM. En laFigura 33B semuestranlos registrosde corrientehKvl.5 obtenidosen ausencia

y en presenciade E-3174(1 1xM). Puedeobservarsecomo a potencialespositivos,el E-3174

produjo una marcadadisminución del pico de la corrientehiKvl .5, así como una caídamás

pronunciadade la corrienteduranteel pulsodespolarizantequeaquéllaproducidaporel losartán,

por lo queelporcentajede bloqueoal final delpulso a+60 mV fue de un 37.2 + 4.8 % (n 8,

P <0.05vs. control).Estevalor nospermitiócalcularel valor de la DE50,que fue de 1.9 + 0.3

jiM. A potencialesnegativos,el E-3174 tambiénaumentóla amplitudde la corriente.Dehecho,

cuandoseaplicaronpulsosa-30mV, laamplitudseincrementódesde49.7 + 22.9 hasta71.8 +

16.9 pA (n = 8, P >0.05).
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-40 mv

Control
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-20 mV
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Losartán 1 pM

-20 mV
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Figura33. Trazosde corrientehKvl.5 obtenidosendoscélulasdiferentesal aplicar
pulsosdc 500 ms desde -80 mV hasta+60 mV en incrementosde 20 mV, en
situacióncontroly enpresenciade losartán(panelA) o E-3174 (panelB). La flecha
en cadauno de los casosindicael trazode corrienteobtenidotrasaplicarunpulso
despolarizantehasta-20mV.

EnlaFigura34Asemuestranlos trazosdecorrienteobtenidosen situacióncontroly en

presenciadel eprosartán(1 I.¡M) trasaplicarelprotocolodescritoanteriormente(panelsuperior).

A potencialesmáspositivosde -20 mV, puedeobservarsequeel eprosartánprodujounaligera

disminuciónde la amplituddelpico de la corriente,así comounacaídade la corrientedurante

la aplicacióndel pulsodespolarizante,queseobservamásclaramentetrasaplicarpuísosmuy

positivos(entre+40y +60mV). El porcentajedebloqueocalculadoapartirde la inhibición de

la corrienteproducidaporel eprosartánal final de los pulsosa +60mV fue de un 14.3 + 1.5 %

(n 8, P < 0.05 vs. control).Tomandoestevalor y utilizando la ecuación4 del Material y

MétodosobtuvimosunaDE50parael eprosartánde 9.7 + 2.6 ¡iM. A potencialesnegativos,el

+60 mV

-SO mV

A

B
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eprosartántambiénprodujoun aumentoen la amplitudde la corrientehKvl.5, que fue del 95.6

+6.9%a -20mV (n 7, P <0.01vs. control).

En laFigura34B semuestranlos trazosde corrientehKvl .5 obtenidosal aplicarpulsos

de 500 ms desde-80hasta+60mV en incrementosde -20mV (panelsuperior)en ausenciay en

presenciadel candesartán(0.1 1NI). A potencialespositivos,el candesartántambiéndisminuyó

la amplituddelpico de lacorrientey a continuación,aceleróla caídade la corrientehastaque

se alcanzabaun estado-estable.La inhibiciónde lacorrienteproducidaporel candesartánal final

de los pulsosa+60 mV resultóserde un20.9±2.3 % (n 6, P < 0.05 vs. control),lo quenos

pennitiócalcularel valor dela DE50que¡tede 0.4+ 0.06 gM. A potencialesmásnegativosde

-10 mV, el candesartánaumentóla amplitudde la corriente,alcanzandodichoaumentounlSO.8

±34.4%a -30mV (desde13.2 + 5.6 hasta33.7 + 15.3 pA; n = 6, P < 0.05). Estosresultados

Figura 34. Trazos de corriente hKvl .5 obtenidosen doscélulasdiferentesal aplicar
pulsosde 500ms desde-80hasta+60 mV en incrementosde 20 mV, en situación
controly en presenciade eprosartán(panelA) o candesartán(panelB). La flechaen
cadauno de los casosindicael trazode corrienteobtenidotras aplicar un pulso
despolarizantehasta-20 mV.

Control

mV

+60 mV
II -40 mV

-80 my.~

A

Eprosartán
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.20 mV
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Control

.20 mV

200 e.
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indican que, de los antagonistasde los receptoresATí de angiotensinaII ensayados,el

candesartánesel máspotenteparainhibir la corrientehKvl .5, siendoel ordendepotencia:

candesartán>E-3174>eprosartán>losartán.

1.2. Efectossobre las corrientes de cierre.

A continuación,analizamoslos efectosde estosfármacossobrelas corrientesde cierre.

En la Figura35 semuestranlos trazosde corrientede cierreobtenidosal repolarizarhasta-40

mV trasla aplicaciónde un pulso despolarizantedesde-80hasta+60 mV en situacióncontrol

y en presenciadecadauno de los cuatrofármacosensayados.Como semuestraen la parte

superiorde la Figura35, antesde aplicarel pulso despolarizantelos canalesseencuentranen

estadocerrado,no conductor(C). Trasaplicarelpulsodespolarizante,los canalespasanatravés

dediversosestadoscerrados(C~ C) hastael estadoabierto (A), del queexistenal menosdos

conformacionesdistintas(C11 — C -, A1 -, A) (Rich y Snyders, 1998). Tras repolarizarla

membranahasta-40mV, seregistranlascorrientesde cierre o de deactivación,querepresentan

la transicióndel canal desdeel estadoabierto en el cual se encontrabaal final del pulso

despolarizante,hastael estadocerrado(A2 A1 C2 C1 ... Ca). A -40mV, esteproceso

esrápido, irreversibley bifásico,puestoquerefleja la transicióndel canaldesdeel último estado

abierto(A2) hastalos distintosestadoscerrados(Rich y Snyders,1998).Sin embargo,en esta

TesisDoctoralal ajustarlacinéticade la deactivaciónde la corrientehKvl .5 hemosutilizado una

funciónmonoexponencial,paraobtenerla constantedetiempodominantedelprocesoy analizar

los efectosde los cuatrofármacosensayadossobreella.

En presenciade un fármacoquepresenteunaalta afinidadporel estadoactivodel canal

hKvl.5, al final del pulso despolarizanteun importanteporcentajede canalesabiertosse

encuentraunido al fármaco(AF). Estoscanalesno puedenpasardirectamenteal estadoC, sino

quedebenprimerodisociarsedel canal(AF -> A); comoconsecuencia,los canalespasanalestado

A conductory seproduceun aumentode la corrienteregistrada.Los canalesabiertospueden

ahora,o biencerrarsedefinitivamente(A2 — A1 -, C2 -. C1 -. ... — ~), o volver a serbloqueados

(AF), lo queprovocael retrasoen la cinéticadelproceso.

En la Figura35A semuestranlos trazosde corrientede cierreobtenidosenausenciay
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Figura 35.Efectosde losartán,E-3174,candesartány eprosartánsobrelas corrientes
de cierreregistradasal repolarizarlamembranahasta-40 mV. Las flechasindicanel
fenómenode crucede las corrientesde cierre.

en presenciadel losartán(1 ¡.i.M). Como puedeobservarse,el losartánapenasmodificó la

amplituddelpico de la corrientede cierre;sin embargo,retrasóel cursotemporalde la corriente

y aumentólaconstantedetiempode deactivacióndesde63.5 + 9.6 ms hasta117.7+ 16.8 ms

(n = 8, P < 0.01).El E-3174produjounafasede ascensoinicial, quefue máspronunciadaque

con los otros tres fármacosensayados,así como unamarcadadisminuciónde la amplituddel
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pico de lacorrientede cierredel 23.3+ 4.3 % (n = 16,P >0.05vs. control);además,aumentó

la constantedetiempo del procesodesde56.4+ 6.4ms hasta111.21 13.4 ms (P< 0.01) (panel

B de la Figura 35). El eprosartán(1 jiM) disminuyóla amplituddel pico de la corrientede

deactivación(5.1 + 2.3 %, n = 7, P >0.05vs. control)y ademásretrasóla cinéticadel proceso.

Del ajuste del trazo de las corrientes de cierre en situación control a una función

monoexponencialse obtuvo una constantede tiempo de 64.0 + 4.8 ms. En presenciadel

eprosartánestevaloraumentóhasta117.0+ 13.9 ms (n= 7, P<0.01)(Figura35C). En el panel

D de la Figura 35 se muestranlos trazosde corrientede cierre obtenidosal repolarizarla

membranaa -40 mV, en situacióncontrol y en presenciadel candesartán(0.1 gM). El

candesartándisminuyóligeramentela amplituddelpico de la corrientedecierre (3.3+ 1.1 %,

n = 6, P> 0.05 vs. control)y, además,aumentóla constantede tiempodel procesodesde42.3

+ 8.3 ms hasta67.4±8.5 ms (P <0.01).

Enpresenciade todos los fármacosensayados,al superponerlos trazosdecorrientede

cierreobtenidosensituacióncontroly los obtenidosenpresenciadel fármaco,seobservaque

éstossecruzan,produciéndoselo que se denominafenómenode “cruce de las corrientesde

cierre y queen cadauno de los panelesde la Figura35 hemosseñaladoconunaflecha.

1.3. Efectosvoltaje-dependientes.

En el siguientegrupode experimentosanalizamosla dependenciade voltajedelbloqueo

producidoporlosartán(lM), E-3174(1 jM), eprosartán(1 vM) y candesartán(0.1 j.tM). En

las Figuras 36 y 37 se muestranlas relacionescorriente-voltaje(curvas I-V) obtenidasen

ausenciay enpresenciadecadauno de los fármacos.El protocoloutilizado paraobtenerlas

curvas 1-y consistió en aplicar series de pulsos de 500 ms desde-80 hasta+60 mV en

incrementosde -10mV. Las curvasI-V seobtuvieronal representarla amplitudde la corriente

hKvl .5 generadaal final de cadapulso frenteal potencialde membrana.Entre-80y -40 mV no

seobtuvoningunacorrientevoltaje-dependiente.Entre-30 y O mV seobservóunasigmoicidad

quereflejala dependenciadevoltajede aperturadelcanaly apartir de +10 mV, la relaciónI-V

fue lineal.En elpanelA de la Figura36 serepresentaronlas curvasI-V obtenidasen situación

controly enpresenciadellosartán.Puedeobservarsecómoel losartáninhibió la corrientebKvl.5
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Figura36.Efectosvoltaje-dependientesproducidosporel losartán(1 >xM) y el E-3174 (1 gM)
sobrela corrientehKvI.5. Ay C. Relacionescorriente/voltaje(500ms) en situacióncontrol (e)
y en presenciade losartán (A) y E-3174 (C) (o). B y D. Corrientesrelativas(IFÁRMACO/1CON)
calculadasa partir de los datosde los panelesA y C, a cadanivel de membrana.La línea
punteadarepresentael ajusteaunafunciónde Boltzmann(ecuación1) de lacurvade activación
de los canaleshKvl.5 en situacióncontroly la líneacontinuael ajustede los datossiguiendoun
modelo de Woodhull (ecuación8).

apotencialespositivos(>-l0 mV), mientrasquea-30y a-20mV, la aumentó.Paracuantificar
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ladependenciadevoltajedelbloqueo,en elpanelB serepresentóla corrienterelativa,esdecir,

el cocienteentrela corrienteenpresencia(‘Los) y en ausenciadel losartán(1 co~ frenteal

potencialdemembrana,asícomola curvade activacióncontrolparaestegrupode experimentos

(líneapunteada).Lacurvade activaciónrepresentala relaciónde canalesen estadoabiertofrente

acanalesen estadocerrado,en funcióndelpotencialde membrana.Las curvasdeactivaciónse

obtuvieronal representarla amplituddelpicomáximode la corrientede cient frenteal valordel

potencialdel pulso previo, ajustándoselos valoresaunafunciónde Boltzmann(ecuación1).

Comopuedeobservarse,el bloqueoproducidoporel losartánaumentóen el rangodepotenciales

en el queseproducela aperturadelcanalhKvl .5 (-20y O mV), alcanzandosuvalormáximo a

o mV (17.2+ 3.2 %, n = 7, P < 0.05 vs. control).Estehechosugierequela aperturadel canal

favorecela unióndel fármaco.A potencialespositivos,cuandola aperturade los canalesha

alcanzadosaturación,el porcentajede bloqueodisminuyóhastael 8.7 + 2.3 % a+60mV (n =

7, P <0.05vs. O mV).

El E-3174 aumentóla amplitudde la corrienteregistradaa-30mV (panelC de laFigura

36),mientrasqueapotencialesmásdespolarizadosinhibió marcadamentela corrienteobtenida.

Al representarla corrienterelativa(IE3174/IcoN) frente al potencialde membrana,junto con la

curvade activaciónen situacióncontrolparaestegrupode experimentos(panelD), seobservó

un aumentomuymarcadoen el porcentajedebloqueoproducidoentre-20y +10mV. A +10mV

sealcanzóel gradomáximodebloqueo(41.7+5.5%,n=8, P<0.01vs.control),disminuyendo

apotencialesmáspositivos(37.2+ 4.8 %, a+60 mV; P < 0.05 vs. + 10 mV). Enel panelA de

laFigura37 serepresentanlas curvasI-V obtenidasen ausenciay en presenciadeleprosartán.

Puedeobservarsequeel efectoproducidoporestefármacotambiénes voltaje-dependiente,de

tal forma, quea potencialesnegativos(-30 y -20mV), la corrienteregistradaen presenciadel

fármaco ¡te mayor que la registradaen situacióncontrol. A potencialesmáspositivos el

eprosartáninhibió la corrientehKvl.5. En elpanelB, sepuedeobservarcómoelporcentajede

bloqueoproducidopor el eprosartánaumentaen el rangode potencialesen el que se está

produciendola aperturade los canaleshKvl.5, alcanzandoun valormáximoa+20 mV (17.5+

4.3 %, n — 7, P <0.05 vs. control).A potencialesmáspositivos,cuandoya sehaproducidola

saturaciónen la aperturade los canales,el porcentajede bloqueodisminuyóhastaunvalor de

14.3±1.5 % a+60mV (P<0.05vs. +20mv). Porúltimo, en el panelC de laFigura37 hemos
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Figura 37. Efectosvoltaje-dependientesproducidosporel eprosartán(1 gM) y el candesartán
(0.1 gM) sobrela corrientehKvl.5. Ay C. Relacionescorriente/voltaje(500ms) en situación
control (e) y enpresenciade eprosartán(A) y candesartán(C) (O). B y D. Corrientesrelativas
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La líneapunteadarepresentael ajusteaunafunción de Boltzmann(ecuación1) de lacurvade
activaciónde los canalesbKvl .5 en situacióncontroly la líneacontinuael ajustede los datos
siguiendoun modelode Woodhull (ecuación8).
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representadolas curvas I-V obtenidasen presenciay en ausenciadel candesartán.Puede

observarsequeel fármacoaumentólaamplitudde lacorrienteobtenidaal aplicarpulsosa-30

mV. A potencialesmáspositivos (> -10 mV), el candesartándisminuyó la amplitud de la

comentehKvl.5. En elpanelD de laFigura37 seencuentrarepresentadala corrienterelativa

(IcAND/IcoN) frenteal potencialdemembrana,juntocon la curvade activacióncontrolparaeste

grupode experimentos.Como sucediócon los otros tres fánnacos,el porcentajede bloqueo

aumentóenel rangode potencialesen el queseproducela aperturade los canales(25.5+ 2.3

a O mV, n = 6, P <0.05vs. control).Sin embargo,cuandola aperturade los canalesya ha

alcanzadosaturación,esdecir, apotencialespositivos(> O mV), el porcentajedebloqueova

disminuyendohastaalcanzarel 20.9+ 2.3%a ±60mV (P < 0.05 vs. O mV).

El hallazgo de que en presenciade losartán,E-3174, eprosartány candesartán,el

porcentajede bloqueoproducidoalcanzarasu valor máximo coincidiendocon el rangode

potencialesde membranaa los que se producíala aperturade los canales,constituyeuna

evidenciaexperimentalde que estosfármacosseunenpreferentementeal estadoabiertodel

canal. Sin embargo,el porcentajede bloqueodisminuyó a potencialespositivos, cuandola

aperturade los canaleshKvl.5 habíaalcanzadola saturación.Estadisminuciónen el porcentaje

de bloqueopuedeexplicarseconsiderandoqueestosfármacossonácidosdébiles(pKa=5.6,4.2,

4.8 y 5.3 paralosartán,E-3174, eprosartány candesartán,respectivamente),por lo que apH

fisiológico predominanen suformaaniónica(F9. La formano cargadadel fármacoesla que

atraviesala membranacitoplasmáticallegandoal interior celular,dondevuelveaestablecerse

un equilibrio entrela formaneutray la formaaniónica(FH E + Ht, siendoestaúltima la que

interaccionaríaconel receptorsituadoen el interiordelcanal,accediendoal mismodesdela cara

citoplasmáticade la membrana.Portanto, la disminuciónvoltaje-dependientedelbloqueo,sería

consecuenciade los efectosdel campoeléctricotransmembranasobrela interacciónde la forma

aniónicade cadafármacoconel sitio receptor.Segúnestahipótesis,al despolarizarla membrana,

la forma aniónicadel fármaco es atraídahacia el citoplasmacelular, que está cargado

positivamente,dificultandoel accesodel fármacoalreceptor.Al ajustarlos valoresde corriente

relativaalaecuaciónde Woodhull (ecuación8 delMaterialy métodos),obtuvimoslos valores

de la fracción de distanciaeléctrica(6), que representala fracción del campo eléctrico

transmembranaquerecorreun fármacocargadohastaalcanzarsureceptor(Woodhull,1973).Los
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valoresde ~ obtenidos en presenciade losartán,E-3174, eprosartány candesartánfueron,

respectivamente,-0.27±0.04,-0.14+ 0.01, -0.18+ 0.01 y -0.19±0.05.

1.4. Efectossobrela dependenciadevoltajede la activaciónde los canaleshKvl.5.

A continuación,seestudiaronlos efectosde los fármacossobrela dependenciadevoltaje

de la activaciónde los canaleshKvl.5. Las curvasde activaciónfueronobtenidasal representar

la amplituddelpico de las corrientesde cierre,registradasal repolarizara -40mV durante500

ms, frenteal potencialde membranadelpulsoprevio. En las Figuras38 y 39 semuestranlas

curvas de activaciónobtenidasen situacióncontrol y en presenciade cadauno de los cuatro

fármacosestudiados.Lacurvade activacióncontrolseajustóaunafuncióndeBoltzmannde un

componente(ecuación1 delMaterialy Métodos)obteniendolos valoresdelpotencialal que el

50 % de los canalesestánactivados(Eh) y la inversade la pendientede la curva (1<) que se

muestranen laTabla12. Losartán(Figura38A), E-3174 (Figura38B), eprosartán(Figura39A)

y candesartán(Figura39B) modificarondrásticamentela dependenciadevoltajede la activación

de los canaleshKvl .5, de tal forma,quela curvade activaciónenpresenciadel fármacoexhibió

doscomponentesclaramentediferenciados.Dehecho,en lasFiguraspuedeobservarsecómo los

valoresexperimentalesobtenidosen presenciadel fármacosedesviarondelajusteaunafunción

de Boltzmannde un solo componente(líneadiscontinua),porlo quehuboquerealizarun ajuste

a una función de Boltzmannde dos componentes(línea continua) (ecuación2). El primer

componenteeraresponsabledel 74.6 + 1.7 %, 75.1 + 5.6 %, 84.7 + 4.2 y 85.2 + 3.6 % del

proceso de activación en presencia de losartán, E-3174, eprosartány candesartán,

respectivamente.Además,en todoslos casos,el puntomediode lacurvade activación(Eh) fue

desplazadohacia valoresmás negativosde potencialde membrana(Tabla 12), siendo el

desplazamientomás marcadoel producidoporel losartán(9.6+ 1.0 mV). Esteefectopuede

explicar el aumentode la amplitud de la corriente que los cuatro fármacosproducíana

potencialesnegativos.El segundocomponente,queaparecióapotencialesmáspositivos(Tabla

12), indicabaque la activaciónde los canaleshKvl .5 en presenciade los cuatro fármacos

estudiadosno alcanzabasaturaciónen el rangode potencialesensayado.
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dependenciadevoltajedela activaciónde los canaleshKvl .5. Las curvas
de activaciónen situacióncontrol(e) fueronajustadasaunafunciónde
Eoltzmannde un término (ecuación1). Sin embargo,en presenciade
fármaco(o) el ajusteaunafunciónde Boltzmannde un términono fue
adecuado(líneadiscontinua),por lo que seutilizó una función de dos
términos(ecuación2) (líneacontinua).
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Estamodificaciónde la dependenciade voltajede la activaciónde los canaleshKvl.5, ya se

habíaobservadoanteriormentecon dosfármacosquepredominanen suformano cargadaapH

fisiológico, la benzocainay la rupatadina(Delpóny cols., 1999a;Caballeroy cols., 1999),así

comoal aumentarla [K~]e hasta140 mM (Delpóny cois., 1999a).

Tabla12. Efectosde losartán,E-3174, eprosartány candesartánsobreladependenciadevoltaje

de la activaciónde los canaleshKvl.5. Los valoresrepresentanlos puntosmediosde activación

(Eh) y la inversadela pendientede la curva(k) de activación,en ausenciay enpresenciade cada

fármaco.

Ehi (mV) k1 (mV) Eh2 (mV) k2 (mV)

Control -19.5+1.2 4.9±0.3

Losartán -29.1±2.0* 4.3+0.3 3 1.6±11.2 22.6±6.3

Control -19.5±1.2 4.9+0.3

E-3174 -27.8+1.7* 4.0+0.2 23.8+5.8 16.4±2.0

Control -18.9±2.1 3.7±0.2

Eprosartán -25.1±1.3* 3.8±0.3 120.7+5.9 40.8+3.0

Control -20.9+1.2 3.5+0.2

Candesartán ~25.7+2.1* 3.9+0.1 114.9+16.2 38.3±11.9

Los datosson la media+ ESM de

obtenidosen situacióncontrol.

6-10 experimentos.* P < 0.01 comparadocon los datos
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¡.5. Efectosfrecuencia-dependientes.

Cuandoaumentamosla frecuenciade estimulación,el canalhKvl.5 permanecemás

tiempo en los estadosactivo-abiertoe inactivo. Por tanto, si el fármacoaccedea sureceptor

situadoen el canal,preferentementecuandoésteseencuentraabierto,al aumentarla frecuencia

de estimulacióndeberíamosde observarun incrementoen el porcentajedebloqueoproducido

porel fármaco.

Paraanalizarlos efectosfrecuencia-dependientes,seaplicarontrenesde 16 pulsosde200

ms desde-80hasta+10 ó +60 mV auna frecuenciade 1 ó 2Hz,en ausenciay en presenciade

cadauno de los fármacosestudiados.Ensituacióncontrol,la corrientedisminuyóun 7.0+ 0.5%

y un 16.3 + 1.2 % alaplicartreneshasta+10 mV, a 1 y 2Hz,respectivamente.Tras elprimer

pulso, cadauno de los fármacosestudiados,produjo una disminución en la amplitud de la

comente,a la quesedenominabloqueotónico (ecuación6 del Materialy Métodos)y quees

independientede la frecuenciade estimulación.Al aplicar el trende pulsos,el bloqueofue

aumentandohastaalcanzarun valorestable,queresultósermayora 2 Hz que a 1 Hz (bloqueo

frecuencia-dependiente)(ecuación 7). Los porcentajesde bloqueo tónico y frecuencia-

dependientea4-10y a+60mV, producidosporcadauno de los cuatrofármacos,seencuentran

representadosen la Tabla 13.

En elpanelA de laFigura40 semuestranlos registrosde corrientehKvl.5 obtenidosal

aplicartrenesde pulsosde200 ms desde-80hasta+10 mV siguiendoelprotocolorepresentado

enel panelsuperiorde la Figura,en ausenciay enpresenciadel losartán(1 ~tM)a la frecuencia

de 1 Hz o 2 Hz. Tras el primerpulso,el losartánprodujoun bloqueotónicodel 9.4+ 3.3 %. Sin

embargo,al aplicarel trende pulsos,el bloqueofue aumentandode formapronunciadahasta

alcanzarun valor estable,queresultóserel 36.7±2.7%a2 Hz. A continuación,analizamosla

cinéticade aparicióndel bloqueofrecuencia-dependiente.Paraello, representamosla amplitud

del pico de la corrienteobtenidaen presenciay en ausenciadel losartán(ILos/icoN) tras

aplicar los trenes de pulsos hasta +10 (panel B de la Figura 40) y +60 mV,
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en funcióndel númerodepulsosdel trenala frecuenciadc 1 y 2 Hz. Los valoresobtenidosde

las constantesde velocidadde aparicióndelbloqueoa+ 10 y a+60 mV y a 1 y 2 Hz (Tabla14)

nosindicaronqueen presenciadellosartánel bloqueofrecuencia-dependientealcanzóunvalor

estableentreel terceroy el quintopulso del tren, sin que existierandiferenciassignificativas

cuandoseaplicabanpulsosa+100a+60mV, ni cuandola frecuenciade estimulaciónerade 1

ó 2 Hz. En laFigura41A puedenobservarselos registrosde corrienteobtenidosal aplicartrenes

depulsosde 200 ms desde-80hasta+10 mV, enausenciay en presenciadelE-3174(1 xM) a

la frecuenciade 1 y 2 Hz. El E-3174produjounbloqueotónico a+10mV superioral de los

restantesfármacosensayados(17.1±1.0%.P <0.05).Trasaplicarel trende pulsos,el E-3174

produjoun marcadobloqueofrecuencia-dependiente,en tomoal 50%a 2 Hz, tantoa +10como

a + 60 mV (Tabla 13). En el panelB semuestranlos cocientesentrela amplituddelpico de la

comenteobtenidaal aplicarlos trenesde pulsoshasta+10 mV enpresenciay en ausenciadel

E-3174 (k-3 1 74!icoN)~ a 1 y 2 Hz, en funcióndel númerodepulsosdeltren. El E-3174 fue, de

los cuatrofármacosestudiados,el quemayorbloqueotónico y frecuencia-dependienteprodujo.

En elpanelA de la Figura42,semuestranlos registrosde corrientebiKvl .5 obtenidaal aplicar

el mismoprotocolo de estimulaciónen ausenciay en presenciadel eprosartán(1 >áM). El

eprosartánprodujoun bloqueotónico quealcanzóel 7.6±0.7%a+10 mV. Trasaplicarel tren

de 16 pulsos,el eprosartánprodujoun bloqueofrecuencia-dependiente,pocomarcadoa 1 Hz,

peroquea 2 Hzalcanzóun 25.5 + 5.6%.Trasel ajusteaunafunciónmonoexponencialde los

cocientesentrela amplituddel pico de la corrienteen ausenciay en presenciadel eprosartán

(1EPRo~’coN) (panel B), obtuvimoslas constantesde velocidadde aparicióndelbloqueoa+10

y a +60 mV y a 1 y 2 Hz (Tabla 14), queindicabanque el valor establede bloqueotambiénse

alcanzabaentreel tercery el quinto pulso. El eprosartánresultóserel fármaco,de los cuatro

estudiados,quemenorbloqueofrecuencia-dependienteprodujo.Porúltimo, en laFigura43 se

puedenobservarlos trazosde corrienteregistradosal aplicarun trende 16 pulsosde 200 ms

desde-80hasta+10 mV, a 1 y 2 Hz, en situacióncontroly en presenciadel candesartán(0.1

jM). El bloqueotónico producidopor el candesartánsolamentealcanzóun 3.8 ±1.9 % a+10

mV; sin embargo,trasla aplicacióndel trende pulsos,elbloqueofrecuencia-dependientefue del

15.2±3.2 % a 1 Hzy de 35.3 + 7.5 % a2Hz(Figura43B). Esdecir,que el candesartán,a las

concentracionesestudiadas,resultóserel fármacoquemenorbloqueotónico produjo.
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Tabla 13. Bloqueofrecuencia-dependientede la corrientehKvl.5 producidopor losartán,E-

3174,eprosartány candesartán.Sehanrepresentadolos valoresdelbloqueotónicoy delbloqueo

frecuencia-dependienteproducidostrasaplicartrenesde pulsosde 200ms de duracióndesde-80

mV hasta+10 ó +60 mV a la frecuenciade 1 ó 2Hz.

Potencial
Tipo de bloqueo

(O/o)
Losartán E-3174 Eprosartán Candesartán

+10 mV

B. T. 9.4±3.3 17.1+1.0* 7.6±0.7 3.8±1.9

B. F. D.

1 Hz 20.0±6.1 36.8±8.2* 12.5±2.7 15.2+3.2

2 Hz 36.7±2.7¶ 52.8±5.6¶* 25.5±5.6¶ 35.3±7.5¶

+60 mV

B.T. 7.5±1.6 13.2±2.6” 6.6±1.9 5.2±2.3

B. F. D.

1 Hz 19.5±3.8 34.3±9.1* 14.3±3.6 15.8±3.8

2Hz 28.2+3.7¶ 48.9±7.5¶“‘ 26.2±3.9¶ 34.6±5.0¶

B.T.- Bloqueotónico. B.F.D.-Bloqueofrecuencia-dependiente.Los valoresrepresentanlamedia

+ ESM de 6-10experimentos.¶ P<0.05comparadocon los datosdebloqueoobtenidosa 1 Hz.

* P <0.05 comparadocon los datosdebloqueoobtenidosenpresenciade cadauno de los otros

tresfármacos.
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Tabla 14. Valores de las constantesde velocidad de aparicióndel bloqueo frecuencia-

dependientetras aplicartrenesde pulsosde 200 ms desde-80 mV hasta+10 (K<,0) ó +60 mV

(K+60), a la frecuenciade 1 ó 2Hz,enpresenciade losartán,E-3174, eprosartány candesartán.

K~10 (puls&’) K~ (puls&’)

1Hz 2Hz lUz 2Hz

Losartán 0.27±0.02 0.21±0.04 0.24±0.02 0.28±0.05

E-3174 0.22±0.03 0.22+0.06 0.28±0.04 0.30±0.1

Eprosartán 0.30±0.06 0.29±0.04 0.24±0.07 0.27±0.06

Candesartán 0.21±0.06 0.33±0.08 0.29±0.03 0.22±0.03

K.- Constantesde velocidadde aparicióndel bloqueofrecuencia-dependiente.Los valores

representanlamedia±ESM de al menos6 experimentos.
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1.6. Efectosdel candesartány del eprosartánsobrela corrientebKvl.5 trasdisminuir la

concentraciónde K~ intracelular([K11) a 35 mM.

Tantola disminuciónen el porcentajedebloqueoobservadoa potencialesde membrana

positivos(>10mV), comola modificaciónenla dependenciade voltajede lacurvade activación

de los canaleshKvl .5, producidaspor los antagonistasde los receptoresAT1, han sido

recientementedescritascon otros fármacos,como labenzocaina(Delpóny cols., 1999a)y la

rupatadina(Caballeroy cols., 1999). Se ha propuestoque el bloqueoproducidopor estos

Figura44. A. Registrosde corrientehKvl.5 obtenidosal
aplicar pulsos dc 500 ms desde -80 hasta+60 mV en
incrementosde 20 mV. Ii. Ajustemonoexponencialde la
corrientede cierreregistradatrasrepolarizara -40 mV. LKt1

35 mM.
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fármacospodríaserconsequenciade suunión a un receptorsituadoen la caraexternade la

membrana.Por tanto, el aumentodel flujo de salidade K+ apotencialespositivos,provocaría

ladisociacióndel fármacode susitio de unión, con laconsiguientedisminuciónen el porcentaje

de bloqueoproducido.Paraanalizarlas consecuenciasde la disminuciónde la salidade K~ a

travésdel canalen los efectosproducidosporel candesartány el eprosartán,en otro grupode

experimentosseredujola [K~]1en la solucióninternaal 25 % ([K~]1= 35 mlvi), trasreemplazar

de forma equimolar el Aspartato-K por TrisCí. En estascondiciones,al aplicar pulsos

despolarizantesapotencialespositivosa -40mV seobtuvieronunascorrientesde salidade 10

demenoramplitudque las obtenidascuandola [I0j~ eranormal(639.3± 115.7pA, n 11, vs.

1286.7± 151.0 pA, n = 29, P < 0.05; a +60 mV) (Figura 44A). Además,al repolarizarla

membranahasta-40 mV, seregistraronlas corrientesde cierre, de menor amplitud que las

obtenidasen condicionesnormales(55.9±14.0 pA, n = 11 vs. 136.3± 18.0pA a+60 mV, n =

25, P< 0.05)yconunacinéticamáslenta (69.9±8.6ms , n 11, vs. 51.3±2.8ms, n= 35, P

<0.05)(Figura448).Asimismo,al reducirla [Kfl~seprodujoun desplazamientodela curvade

activaciónhaciavaloresmásnegativos(-24.0±0.5mV, n 9, vs. -20.1±0.8mV, n = 21, P <

0.01). Estosresultadosconfirmanque la [K~]1participaen el control de los mecanismosde

aperturay cierredel canal.

En laFigura45A semuestrantrazosde corrienteobtenidosal aplicarpulsosde 500 ms

desde -80 hasta+60 mV, en ausenciay en presenciadel candesartán(0.1 hM). En estas

condiciones,el bloqueoproducidoporel candesartánal final del pulsodespolarizantea+60 mV

disminuyóhastael 6.9 + 1.0 % (n = 6, P <0.05)con respectoal bloqueoproducidocuandola

LKi~ eranormal(20.9+ 2.3 %). Comopuedeobservarseen la Figura45B, en estascondiciones,

el candesartánaumentóla amplituddel picode las corrientesde cierre obtenidasal repolarizar

lamembranaa-40mV, alcanzandoesteaumentoun 14.75±7.3 % (n = 6, P> 0.05vs. control).

Además,al igual queocurríacuandola [K~]~eranormal,el candesartánretrasóla cinéticade las

corrientesde cierre, aumentandola constantede tiempo del procesodesde75.2± 13.0 hasta

141.3±16.5 ms (n 6, P<0.01).

Enla Figura46A semuestranlos registrosde corrientehKvl.5 obtenidosalaplicarun

pulsode 500 ms desde-80hasta+60mV, en ausenciay enpresenciadel eprosartán(1 hM). El

fármacoprodujo unadisminuciónen la amplitudde la corriente,queal final delpulso alcanzó
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el 17.6±2.2 %(n = 5, P < 0.05 vs. control).Estevalor no fue estadísticamentediferentedel

obtenidocuandola [Ki~ eranormal(14.3±1.5 %, P>0.05).Del mismomodo, tampocofue

diferentedelobtenidocuandoseaplicaronpulsoshasta+20mV (19.6+ 2.4%,n = 5, P > 0.05).

En estasituación,al contrariode lo que ocurríaen presenciadel candesartán,el eprosartán

disminuyóla amplituddelpico de las corrientesde cierre (Figura46B) y, además,aumentólas

constantesde tiempo dedeactivacióndesde63.6±11.6 hasta149.5+ 15.0ms (n = 5, P <0.01),

Figura 45. Efectos del candesartán(0.1 hM) sobre las
corrienteshKvI.5 registradasal aplicarpulsosde 500 ms
desde-80hasta+60mV (panelA) y al repolarizara-40mV
(panelB). [1Cfl~=35 mM.
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Figura 46. Efectos del eprosartán(1 hM) sobre las
corrienteshKvl.5 registradasal aplicarpulsosde 500 ms
desde-80hasta±60mV (panelA) y al repolarizara -40 mV
(panelB). [K4]~=35 mM.

por lo que al superponerambostrazosseobservóel fenómenode “crucede lascorrientesde

cierre”.

1.6.1.Efectosvoltaje-dependientes.

En estegrupode experimentoshemosanalizadolos efectosde candesartány eprosartán

sobreladependenciade voltajede la aperturade los canaleshKvl .5 al reducirla [K~]
1a 35 mM.
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En el panelA de laFigura47 semuestranlas curvasJ-V obtenidasal representarla amplitudde

la corrientemedidaal final de los pulsosde 500 ms frenteal potencialde membrana,en ausencia

y en presenciadel candesartán.A potencialesentre-30 y -20 mV, el fánnacoaumentóla

comenteobtenida(14.1±1.2%deaumentoa-20mV, n = 6, P>0.05vs. control),mientrasque

a potencialesmáspositivos la inhibió ligeramente(6.9± 1.0 % a+60mV). Al representarla

comenterelativa(‘cAN&’oN) frenteal potencialde membranay la curvade activacióncontrol

paraestegrupodeexperimentos(Figura47B), seobservóqueel bloqueoaparecíatrasla apertura

de los canalesy que alcanzóun valor dc 6.1 ± 1.4 a O mV. A partir de estepotencialde

membrana,el porcentajede bloqueoobtenidosemantuvoconstante(6.9±1.0 % a+60 mV, n

= 6, P > 0.05).

EnelpanelA dela Figura48, hemosrepresentadolas curvasI-V obtenidasen ausencia

y en presenciadel eprosartán.Al igual que ocurríacuando la [K*]~eranormal, el fármaco

aumentóla amplitudde lacorrienteapotencialesnegativos,desde23.0±7.0hasta40.4±10.9

pA (n = 6, P < 0.01), lo que representóun aumentodel 75.6 ± 5.3 %. A potencialesmás

positivos, el eprosartáninhibió la corrientehKvl.5 registrada.En el panelB serepresentóla

comenterelativa (JEPR&ICON)frente al potencialde membranajunto conla curvade activación

controlen estegrupode experimentos.Unavezmás,el porcentajedebloqueoaumentóentre-30

y -10mV alcanzandoun valor máximo aestepotencialde membranadel 20.5±2.1% (n = 6,

P < 0.05 vs. control); esteporcentajede bloqueose mantuvo constantea potencialesmás

positivos. Es decir, que al disminuir la LK+]1 desaparecíael desbloqueovoltaje-dependiente

observadoen presenciade candesartány eprosartánapotencialesdemembranapositivoscuando

la [Ki~ erade 140 mM.

¡.6.2.Efectossobrela dependenciadevoltajede la activaciónde los canaleshKvl.5.

En laFigura49 serepresentanlas curvasde activaciónobtenidasen situacióncontroly

en presenciadel candesartán(panel A) y del eprosartán(panelB). Puedeobservarsequeel

candesartánaumentóla amplituddelpico de las corrientesde cierre atodoslos potencialesa los

que el canalseencuentraactivado(entre-40 y +60mV). Además,el candesartándesplazóel

punto medio de la curva de activaciónobtenidoal ajustarlos valoresexperimentalesa una
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dependenciadevoltaje de la activaciónde los canaleshKvl .5. Las curvasde
activación en situacióncontrol (.) y en presenciade fármaco (O) fueron
ajustadasaunafunción de Boltzmann(ecuación1).
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funciónde Boltzmannde un término,desde-23.9±0.7 hasta-28.2±0.8mV (n = 5, P < 0.05)

y disminuyólapendientede la curvadesde3.6+ 0.3 hasta4.3 ±0.3 mV (n= 5, P < 0.05).

El eprosartán,al contrarioque el candesartán,disminuyóla amplituddel pico de las

corrientesde cierre, entre-10 y +60 mV. Tambiéndesplazóel punto medio de la curvade

activaciónhaciavaloresmásnegativos(desde-24.1+ 0.7 hasta-28.6±1.3 mV, n = 4, P <0.05),

sinmodificar lapendientede la curva(3.7±0.5 mV vs. 3.4±0.4mV, n = 5, P >0.05).Ni en

presenciade candesartáno de eprosartánseobservóla apariciónde los doscomponentesde la

curvade activación,quehabíamosobservadocuandola [K’j1eranormal.

Estosresultadosconfirmanla hipótesisdequela disminuciónen elporcentajedebloqueo

queseproduceapotencialespositivos(>0 mV) y la apariciónde lasdosfasesen ladependencia

de voltajede la activaciónde los canaleshKvl .5, podríanserdebidosal desbloqueodel canal

provocadoporel aumentodel flujo de salidade 10 queseproduceapotencialesmuypositivos.

1.7. Efectosde la angiotensinaII sobrela corrientebKvl.5.

Estudiosprevios habíandemostradoque, en miocitos cardíacos,la angiotensinaII

aumentabala ‘Na’ la ‘Ca y la I~ einhibia la k6 (Nilius y cols., 1989;Alíen y cols., 1996;Daleau

y Turgeon,1994).Sin embargo,hastala fecha,desconocíamoslos efectosde la angiotensinaII

sobrela corrientebiKvl.5. Por tanto, en el siguientegrupo de experimentos,estudiamoslos

efectosproducidospor la angiotensina11(0.1 hM) sobreestacorriente. En lapartesuperiorde

laFigura50 semuestranlos trazosdecorrienteobtenidosal aplicarpulsosde 500 ms desde-80

hasta±60mV en situacióncontrol y en presenciade la angiotensinaII. La angiotensinaII

produjola mismadisminuciónen laamplitudde la corrienteal inicio y al final del pulsoa +60

mV (11.2± 0.1 %, n 4, P < 0.05 vs. control). El ajustea una funciónmonoexponencial

(ecuación3 de Materialy Métodos)de los trazosde corrientede cierreobtenidosal repolarizar

a-40mV proporcionóunaconstantede tiempo queen situacióncontrol fue de25.1 ±13.3 ms.

La angiotensinaII aumentóestaconstantede tiempohasta48.6±24.1 ms, aunqueesteaumento

no alcanzósignificaciónestadística(n = 4, P> 0.05).
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lacorrientehKvl .5 al final de los pulsosde 500ms frenteal potencialdemembrana,en ausencia

y enpresenciade la angiotensinaII. Comopuedeobservarse,la angiotensinaII produjoun ligero

aumentoen la amplitud de la corrientehKvl.5 a -30 mV. Sin embargo,a potencialesmás

positivosdisminuyóla amplitudde lacorrientehKvl .5. ComoseobservaenelpanelC, en el que

seharepresentadola corrienterelativa(JÁTnJJCoN)frenteal potencialdemembrana,el porcentaje

de bloqueoaumentóen el rangode potencialesen el queseproducela aperturade los canales

(entre-30y -10mV) mientrasqueapotencialesmásdespolarizados,estevalorno semodificó

(10.1 ±2.7%a +10 mV, vs. 11.2±0.1% a+60 mV, P >0.05,n = 4). En la Figura SOD se

representaronlas curvasdeactivaciónobtenidasen ausenciay en presenciade la angiotensina

II. LaangiotensinaII no modificó lapendientede lacurvade activación(3.2+ 0.7 mV vs. 2.5

+ 0.3 mV, n= 4, P > 0.05).Sin embargo,desplazóel puntomediode la mismahaciapotenciales

demembranamásnegativos(-23.7±0.6mV vs. -16.7±3.4mV; n = 4, P<0.05), lo queexplica

el aumentoen la amplitudde la corrienteque seobservabaapotencialesnegativos.

Estos resultadosindican que la angiotensinaII reproducealgunosde los efectos

observadoscon los antagonistasde los receptoresATí estudiadosen estaTesisDoctoral.Ello

constituyeunaevidenciaadicionalde quelos efectosproducidosporel losartán,el E-3174, el

candesartány el eprosartánsobrelascorrienteshKvl.5 no sonel resultadodel antagonismode

los efectosproducidospor laangiotensinalía nivel del receptorAh.

II. Característicaselectrofisiológicasde la corriente ‘K registrada en miocitosventriculares

de cobayo.

Pararegistrarla corriente‘K sin la interferenciade otrascorrientesiónicas,los miocitos

ventricularesde cobayoseperfundieronconunasoluciónexternaqueconteníaCoCí2(2 mM)

y TTX (0.03miN’I), parainhibir lascorrientesde Ca
2~y la de Na~, respectivamente.Además,los

canalesde Na~ semanteníaninactivadosfijando el potenciala-40 mV. En estascondiciones,se

hadescritoqueen miocitosventricularesde cobayola corriente‘K estáconstituidapor la suma

de doscorrientes,unaqueseactivarápidamente(JK) y otraquelo hacede formamáslenta (IKJ

(Sanguinetti& Jurkiewicz,1990a,Valenzuelay cols., 1994, Delpóny cols., 1995).Al aplicar

pulsosde 5 s desdeun potencialde fijación de -40hasta+50 mV, en incrementosde 10 mV,
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Figura 51. Registrosde comente‘K obtenidosal aplicar
pulsosde 5 s desde-40hasta+70 mV en incrementosde 10
mV. Tras repolarizarduranteotros 5 s hasta-30 mV se
obtuvieronlas corrientesde cierre.

registrábamosunacorrientede salidade K de amplitudcrecienteamedidaqueel pulsoaplicado

alcanzabapotencialesmás positivos y que se activabalentamente(Figura 51). Cuando

repolarizábamoslamembranaa-30mV duranteotros 5 s, registrábamosunascorrientesdecierre

de granamplitudque representaronla deactivaciónde la corriente‘K (Delpóny cols., 1995).

11.1. Efectos del losartány del E-3174 sobrela corriente ‘K registradaen miocitos

ventricularesdecobayo.

En laFigura52 semuestranlos trazosde corriente‘K obtenidosal aplicarpulsosde 5 s

desde-40hasta+50mV y las corrientesde cierregeneradasal repolarizara-30mV, en ausencia

y enpresenciadel losartán(1 hM). Paraobtenerla ‘Km~ (amplitudmáximade lacorrientede

salida)secalculó la diferenciaentrela corrientemedidaal inicio del pulso,justodespuésdel

artefactocapacitativoy la corrientemedidaal final delpulsodespolarizante.Esteprocedimiento

permitemedirla amplitudde la ‘K sin la contaminaciónde la ‘KI’ que seactivade formatiempo-

independienteatodoslos valoresde potencialde membrana.El fármacodisminuyóla ‘Km~,< al

+70 mV

-40

+70 mV

-40 mV
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ee
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Figura 52. Trazosde corriente‘K registradosal aplicarpulsosde 5 s
desde-40hasta+50mV y trasrepolarizara-30mV, en situacióncontrol
y enpresenciade losartán(1 hM). En la parteinferior serepresentala
relaciónentrelacorrientesensibleal losartán(ic-ILos) y lacorrienteen
situacióncontrol(13 (IcILos/Iú.

final de los pulsoshasta+50 mV un 27.5 ± 1.8 % (n = 5, P <0.01 vs. control), así comola

amplitudde la corrientede cierre(IKtail). La relaciónentrela corrientesensibleal losartán(Jc-

‘Los) y la corrienteensituacióncontrol(Ic), nospermitióobtenerel cociente(Ic-ILos/ic), que

semuestraen formapunteadaen la parteinferior de la Figura 52. El aumentodel valor del

cociente,representael aumentodelbloqueode lacorrientedurantela aplicacióndelpulso.Puede

observarsequeal inicio delpulso despolarizanteno habíabloqueoprevio,lo quenosconfirmó

que el losartánno bloqueabalos canalesen estadode reposo.El bloqueo apareciómuy

rápidamenteen el transcursode la despolarización;tal vezcomo consecuenciade estarapidez

en la aparicióndelbloqueoproducido,ésteno fue voltaje-dependiente.Dehechoelporcentaje

de bloqueocuandoseaplicaronpulsosa -10mV no fue diferentedel obtenidoa+50mV (22.1

±2.4%;n = 6, P >0.05).

En laFigura53 semuestranlos trazosde corriente‘K enausenciay en presenciade dos

concentraciones(1 y 10 gM) delE-3 174. Al inicio de laperÑsión,el E-3174 (1gM) aumentóla

+50 mV

-40 mV -30 mV

Control

‘~ Losartán 1 pM
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Figura 53. Trazosde corriente‘K registradosal aplicarpulsosde 5 s
desde-40 hasta+50mV y trasrepolarizarhasta-30 mV en situación
controly en presenciade E-3174(1y 10 gM).

amplitudde la corriente‘K’ medidaal final delpulsode 5 s a+50 mV, un 9.8±1.8 % (n 6, P

<0.05 Vs. control). Tras 10-15 minutosde perfusión,el E-3174disminuyóla amplitud de la

corrienteenun 8.2 ±1.7 % (P > 0.05 vs. control),sin modificar la amplitudde la corrientede

cierre.A 10 hM, no seobservóel aumentotransitorioy la disminuciónde la amplitudmáxima

de la corrientede salidaal final de los pulsosa +50mV alcanzóel 16.0 ±1.5%(P <0.05 vs.

control),sin quesemodificasela corrientede cierre. El hechode quedisminuyerala ‘Km~ sin

modificarla amplitudde la ‘Ktail parecíaindicarque el E-3174producíaefectosdiferentessobre

la ‘Kr y sobrela ‘Ks• En un intentode separarlos efectosdel E-3174 sobrela ‘Kr’ utilizamosel

protocolodescritoen lapartesuperiorde la Figura54. Trasaplicarun pulso de 5 s desde-40

hasta+50 mV, se repolarizabaa O mV durante10 s. En estascondiciones,la ‘Ks estaba

completamentedeactivada,manteniéndoseactivadala ‘Kr por lo que al hiperpolarizar la

membranahasta-50mV y dadala marcadarectificacióninternaquepresenta,obteníamosuna

+so mv

-40 mV -30 mv

E-3174 1 gM

‘~ Control

a
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Figura54. A. Trazosde corriente‘K registradosal aplicarel protocolo
descritoen la partesupenoren ausenciay en presenciade E-3174 (1
hM). B. Ampliaciónde las corrientesde cierreobtenidasal repolarizar
a -50 mV en situacióncontroly en presenciade E-3174.
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corrientede cierredebidaa ‘Kr• El E-3174 inhibió lacorrientemáximade salidaregistradatras

el pulsoa+50mV; sin embargo,aumentóla amplitudde la corrientedecierreobtenidaa-50mV

enun 15.3 + 2.3 % (n = 5, P <0.05 vs. control).En el panelE, seobservaconmásdetalleel

aumentoque el E-3174 produjosobrela corrientede cierreobtenidaal repolarizara-50 mV.

Todosestosresultadossugierenqueel E-3174aumentala I~ e inhibela ‘Ks’ mientrasque

el losartáninhibió ambascorrientes.Enmiocitoscardíacosde cobayoesmuy dificil caracterizar

bien los efectosqueproduceun fármacosobrela ‘Kr’ yaquehastael momentono disponemos

de un fármaco,toxinao catióncapazde bloquearselectivamentelos canalesKs, sin modificar

las propiedadesvoltaje-o tiempo-dependientesde los canalesKr. Porello, si queremosanalizar

los efectosdeun fármacosobrela ‘K,-’ debemosexpresarel ADNC que codificalasubunidadc~

del canalKr (HERG)en unalíneacelular.

III. Característicaselectrofisiológicasde la corriente ‘Ka registrada en miocitos

ventricularesdecobayo.

Paraestudiarlos efectosdel losartány de su metabolitosobrela ‘Ks’ fue necesarioinhibir

previamentela ‘Kr Paraello, perfundimoslos miocitosventricularesde cobayocon unasolución

externaque contenía30 hM de C13La, un bloqueanteselectivo de la ‘Kr (Sanguinettiy

Jurkiewicz,1990b,Valenzuelay cols., 1994,Delpóny cols., 1995).Comopuedeobservarseen

laFigura55, al aplicarpulsosdespolarizantesseobtieneunacorrientede salidade K~ (IKS), que

seactivamáslentamentequela ‘K debidoa la ausenciadel componentede activaciónrápida

(I¿. Pararegistrarlacomente‘Ks’ aplicábamospulsosdespolarizantesdesde-40hasta+70mV

en incrementosde 10 mV y, posteriormente,repolarizábamoshasta-30mV, en ausenciay en

presenciadel losartány delE-3174. La ‘Ksm~ (amplitudmáximade la corriente‘Ks) fueobtenida

al calcularla diferenciaentrela corrientemedidajusto trasel artefactocapacitativoy la corriente

medidaal final delpulso despolarizante.
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Figura 55. Registrosde corriente‘Ks obtenidosal aplicar
pulsosde 5 s desde-40hasta+70 mV en incrementosde 10
mV, repolarizandoduranteotros 5 s hasta-30 mV para
obtenerlas corrientesde cierre.

111.1. Efectosdel losartány del E-3174 sobrela corriente ‘Ks registradaen miocitos

ventricularesdecobayo.

En laFigura56 semuestranregistrosde corriente‘Ks obtenidosalaplicarpulsosde 5 s

desde-40hasta+50mV, en situacióncontroly enpresenciadel losartán.El losartáninhibió la

‘Ks,m~ un 18.4±3.2%(n—6, P<0.05vs. control)a+50mV, valorqueno fueestadísticamente

diferentedela disminuciónobservadaa -10mV (22.0±4.2 %, n = 6, P >0.05).Tomandoeste

porcentajedeinhibicióncomoíndicedebloqueocalculamosla DE50,queresultóserde4.4±0.3

uM. Asimismo,puedeobservarseque tambiéndisminuyó el pico máximode la corrientede

cierre(iKs,~íl) registradaa-30 mV. Paraanalizarlacinéticade aparicióndel bloqueoproducido

por el losartán,calculamosel cocienteentrela corrientesensibleal losartán(Ic-ILos) y la

comenteensituacióncontrol[(ic-ILos)IJc](parteinferiorde laFigura56).Puedeobservarseque

el bloqueoaparecetrasaplicarel pulso despolarizante,alcanzandoun valor estableantesdel

primer segundo.El ajuste de los valores del cociente [(Ic-ILos)/Ic] a una función

monoexponencial(líneacontinuaenlaFigura56),nospermitiócalcularla constantede tiempo
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-40 mV
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Figura 56. Trazosde comente‘Ks registradosal aplicarpulsosde 5 s
desde-40 hasta+50 mV y de las corrientesde cierre registradasal
repolarizara -30 mV en situacióncontroly en presenciade losartán(1
jM). En la parteinferior se representala relación entrela corriente
sensibleal losartán(‘c-’Los) y la corrienteen situacióncontrol(‘c) (1c

‘LOs/Ic). La línea continuarepresentael ajustede estosdatos a una

funciónmonoexponencial.

de aparicióndelbloqueo(tbíoquej. La tbíoqu~ parael losartánfue de 481.1 ±64.7 ms (n = 6) a

+60 mV, que es un valor muy similar al observadocon la propafenonaen estasmismas

condicionesexperimentales(Delpóny cols.,1995).Estosugierelaposibilidadde queel losartán

seunaal canalKs cuandoéstetransitaatravésde los estadosintermediosexistentesentrelos

estadoscerradoy abiertodel canal.

Porsuparte,el E-3174 produjoun efectovoltaje-dependiente,de tal maneraque inhibió

discretamentelacomente‘Ks apotencialesmuypositivos(> +30mV) (6.5±0.7 % a+50mV;

n = 5, P > 0.05 vs. control),obteniendounaDE
50 de 14.4 + 1.8 %, mientrasqueapotenciales

menosdespolarizados,produjounaumentoen la amplitudde la corriente.Dehecho,a+10 mV

la corrienteenpresenciadel E-3174 fue 1.2±0.1vecesmayorqueen situacióncontrol.
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Figura 57. Trazosdecomente‘Ks registradosal aplicarpulsosde 5 s
desde-40 hasta+50 mV y de las corrientesde cierre registradasal
repolarizara-30 mV en situacióncontroly en presenciade E-3174(1
hM).

En laFigura57, semuestranlos registrosde corriente‘Ks obtenidosalaplicarun pulso

de 5 s desde-40hasta+50mV, asícomo las corrientesde cierreregistradastrasrepolarizarla

membranaa -30 mV duranteotros 5 s. Como puedeobservarseel E-3174, produjounaligera

disminuciónen la amplitud de la corrienteque aparecíauna vez iniciadala aperturade los

canales.

En laFigura58A semuestranlascurvasde activaciónobtenidasal representarla ‘Ks,tai¡

registradaal repolarizarla membranahasta-30 mV en funcióndelpotencialde membrana,en

ausenciay enpresenciadel losartán.En situacióncontrol, ajustamoslas curvasde activacióna

unafunciónde Boltzmann(ecuación1 del Materialy Métodos)y obtuvimoslos valoresde Eh

y k, queresultaronser26.7±2.5mV y 22.4±1.5 mV, respectivamente.El losartánno modificó
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el valor del puntomediode activación(Eh = 26.3 + 2.4 mV, n = 6, P> 0.05),peroaumentóla

pendientede lacurvahasta19.2±1.6mV (n= 6, P <0.05).Paraunamejorcomparaciónde las

curvasde activación,la curvaobtenidaenpresenciadel fármacofue normalizadacon respecto

al valordeamplituddel pico dela corrientedecierreobtenidaa +70mV (líneadepuntosen la

Figura5 SA). En laFigura58B semuestranlas curvasde activaciónobtenidasenausenciay en

presenciadel E-3174. El E-3174no modificó lapendientede la curva(20.1As 0.3 mV vs. 20.7

+ 0.8 mV, n = 5, P >0.05),perodesplazóel Eh haciavaloresmásnegativosde potencial(26.1

±2.3 mV vs.29.4±2.7 mV, n = 5, P <0.05),un efectoquepuedeexplicarel aumentoen la

amplitudde la corrienteproducidoapotencialesinferioresa+30 mV.

111.2.Efectossobrela cinéticadeactivacióny deactivaciónde la ‘Ks-

Las amplitudesde las corrientesde cierreobtenidasal repolarizara-30 mV, tras aplicar

pulsosdesde-40hasta+50mV de duracióncreciente(de0.25 a 10 s) a intervalosde 30 s, fueron

ajustadasaunafunciónmonoexponencial(ecuación3); elIo nospermitiócalcularla constante

detiempodominantedelproceso,querepresentala constantede tiempode la activaciónde los

canalesKs (White y Bezanilla,1985; Valenzuelay cols., 1994,Delpóny cols., 1995).Ni el

losartánni sumetabolitomodificaronla constantede tiempodelproceso.Así, lasconstantesde

tiempode activaciónen ausenciay enpresenciadel losartánfueron2320.3±257.4ms y 2686.5

±217.2ms (n = 5, P >0.05),respectivamentey 2984.7±¶36.3 ms y 2772.1±230.7ms (n 5,

P >0.05)en ausenciay enpresenciadel E-3174.

Asimismo,estudiamoslos efectosdel losartány del E-3174 sobrela cinéticade las

comentesde cierre obtenidasal repolarizara-30 mV tras aplicarun pulso de 5 s a +50 mV.

Ajustamoslos trazosde corrienteaunafunciónbiexponencialy obtuvimosunaconstantede

tiemporápida(tr) y unaotra lenta(tj), queno semodificaronen presenciadellosartán(378.7

+ 73.2 ms y 2450.4±446.6ms). Por el contrario,el E-3174 aumentóel valor tanto de la ‘tr

(299.4±35.0ms vs. 379.6±43.2ms,n = 5) comode la t1 (2029.5±113.0ms vs.2288.32.5ms,

n = 5), si bienestoscambiosno alcanzaronsignificaciónestadística.
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IV. Efectos del losartány del E-3174 sobrelos potencialesde acción registradosen

músculospapilaresde cobayo.

Los efectoselectrofisiológicosdel losartány del E-3174 sobrelos PA rápidos,Na-

dependientes,fueronestudiadosen músculospapilaresde cobayoestimuladosa la frecuencia

basalde 1 Hz. Laspreparacionesfueron perfundidasconunasolucióncuyacomposiciónera

idénticaa la soluciónexternautilizadaparaanalizarla ‘Kr y la ‘Ks en miocitos ventriculares

aislados.En primerlugar,seperfundieronlos músculospapilarescon unasoluciónexternaque

contenía2 mM de CoCí2y seobtuvieronlos parámetrosquedefinenelPA cardíaco.Tras30

minutosdeperfusióncon losartán(1 1tM) ó conE-3174 (1 gM), seobservóqueningunode los

dosfarmacosmodificó ni el potencialde reposo(-78.7±0.7mV) ni la amplituddelPA (106.7

+ 2.2mV) (n= 12). Enestascondiciones,el losartánprolongóla DPA50 (desde157.3+ 2.9hasta

170.0±3.8 ms, n = 6, P <0.05)y la DPA90 (desde204.0±3.5hasta225±3.8ms, n = 6, P <

A

Losartán E3174 1 ~iMj IjIM

5OmV

B 50 ms

~- control e- Control
E3174 1 gM

Figura 59. Efectos del losartán(1 hM) y E-3174 (1 hM) sobrelos potencialesde acción
registradosenmúsculospapilaresde cobayoperifindidoscon soluciónexternacon Co

24 (2 mM)
(panelA) o con Co24 (2 mM) + La34(~iM) (panelB).

Control
-r

Control

Losartán 1 piM
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0.05).Porsuparte,el E-3174prolongóla DPA90desde156.2±7.2ms hasta167.7±9.3ms (n

6, P<0.05),sin modificar la DPA50 (1 19~2±7.7vs. 125.0±10 ms, n 6, P>0.05) (Figura

59A).En amboscasos,los efectosproducidossobrelos PA ventricularesfueronrevertidostras

perfundirlos músculospapilaresconuna solucióncarentede fármaco.

En otro grupode experimentos,los músculospapilaresseperftindieronconunasolución

externaquecontenía2 mM de CoCí2y 30 hM de LaCl3, lo quenospermitióregistrarpotenciales

deacciónventricularesen los que estabacompletamenteinhibida la ‘Kr~ Ningunode los dos

fármacosmodificó ni el potencialdereposoni la amplituddelPA. El losartántampocomodificó

laDPA50ni la DPA90,mientrasqueel E-3174produjoun acortamientoen laDPA~0 desde161.6

±7.5ms hasta150.5 ±7.9ms (n 6, P<0.05) (Figura59B). Tambiénen estascircunstancias

comprobamosque los efectosproducidospor el E-3174 se revertían tras perfundir las

preparacionescon solucióncarentede fármaco.Estosresultadossugierenque laprolongación

en la DPA queproduceel losartánpodríadebersea la inhibición de la corriente‘Kr’ ya que

desaparececuandoen presenciade La
3~. Sin embargo,el efecto“agonista”producidoporel E-

3174sobrela ‘Kr pareceverseenmascaradoporel efectoqueéstefármacopuedaejercersobre

algunaotracorrienteinvolucradaen la repolarizacióndelPA.

V. Características electrofisiológicasde la corriente HERG.

Sehadescritoqueel genHERG (Humaneagrelatedgene)codifica laexpresiónde los

canalesresponsablesde la corrienterectificadoratardíade activaciónrápida,‘Kr’ presenteen

miocítoscardíacoshumanos(Sanguinettiy cols., 1995).Enla Figura60 semuestranregistros

de corrienteHERG obtenidostras aplicar pulsosde 5 s de duracióndesde-80 mV hasta

potencialescomprendidosentre+60 y O mV (panelA) y entre O y -80 mV (panel B), en

incrementosde -20mV, asícomo las corrientesde cierreobtenidasal repolarizarla membrana

a -60 mV duranteotros 5 s. Entre -80 y -50 mV, no se registraroncorrientesvoltaje--

dependientes,pero a potencialesmáspositivosse observóunacorrientede salidade K~ de

amplitud creciente,que alcanzó su valor máximo a O mV (panel B). A potencialesmás

despolarizados,la amplitudde la corrientefue disminuyendoa medidaqueel pulso alcanzaba

valoresmáspositivos(panelA), siendola amplitudde lacorrienteobtenidaa+60 mV mucho
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Figura60. Trazosde corrienteHERGregistradostrasaplicarpulsosde
5 s desde-80 mV hastapotencialescomprendidosentre+60 y O mV
(panelA) y entre O y -80 mV (panelB) y las corrientesde cierre
registradasal repolarizara -60 mV.

menora la obtenidaa O mV. Es decir, que estacorrientepresentaunamarcadarectificación

interna.Como consecuenciade estascaracterísticasrectificadoras,al repolarizara -60mV se

OmV

167



Resultados

obteníaunacomentede cierrede gran amplitud,muchomayora la corrientemáximade salida

de K” registradatrasaplicarpulsosapotencialespositivos(227.9±33.0pA vs. 35.1 ±10.2 pA,

a+60 mV. n = 22, P <0.01).

Lacinéticade la activaciónde lascorrientesHERGresultóservoltaje-dependiente.Para

analizarla, ajustamoslos trazosde corriente a una función monoexponencial(ecuación3)

obteniendola constantede tiempode activación,queresultóserde 1267.4+ 126.7ms a O mV

y de 287.7+ 38.0msa+40mV (n= 21,P<0.01).La dependenciade voltajey las características

cinéticas,así como la marcadarectificaciónde las corrientesregistradasconcuerdancon las

descritaspreviamenteparala corriente‘Kr (Sanguinettiy Jurkiewicz,1990a;Delpóny cols.,

1995; Sanguinettiy cols., 1995).

V.1. Efectosde losartán,E-3174,eprosartány candesartánsobrela corrienteHERG.

En elpanelA de laFigura61 semuestranlos trazosde corrienteITJERGobtenidosen

célulasCHOtrasaplicarpulsosde 5 sdesde-80hasta±20mV, asícomolas corrientesde cierre

registradasal repolarizarlamembranaa-60mV, enausenciay enpresenciadellosartán(1 iM).

Sepuedeobservarqueel fármacodisminuyóla amplitudtantode la corrientemáximaobtenida

a +20mV (9.8±1.3 %, n = 6, P < 0.05vs. control)como de lacorrientede cierre.En elpanel

B, se muestranlas relacionescorriente-voltaje,obtenidasal representarla amplitud de la

corrientemedidaal final de los pulsosde 5 s en función del potencialde membrana.Como

podemosobservar,el losartándisminuyólaamplitudde la corrientea todoslos potencialesde

membranaa los cualeslacorrienteestabaactivada(entre-40 y +60mV), siendoelporcentaje

de bloqueoa O mV del 23.3 As 4.8 % (n= 6, P <0.05vs. control)y del 32.5±3.9%(P <0.05vs.

control)a+40mV, obteniéndoseunvalordeDE50de2.1 1 0.3 gM a+40mV. En laFigura62A,

serepresentanlos trazosdecorrienteHERGobtenidosalaplicarpulsosde 5 s desde-80hasta

+10 mV, así como las corrientesde cierre obtenidastras repolarizara -60 mV, en situación

control y en presenciadel E-3174 (1 hM). El fármacoprodujo un importanteaumentode la

amplitudde lacorrienteITIERG obtenidaal aplicarel pulsoa+10 mV (17.6As 3.5%,n = 6, P <

0.05 vs. control)y de la amplitudde la corrientede cierre.
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Comopuedeobservarseen elpanelB de laFigura,el fármacoaumentóla amplitudde

la corrienteHERGobtenidaconpulsosentre-40 y +30mV, produciéndoseel máximoaumento

a O mV (30.5+ 6.2%,n = 6, P<0.05vs. control). Sin embargo,apotencialespositivos,el E-

3174disminuyólaamplitudde la corriente,alcanzandoun porcentajede bloqueoa+40 mV del

30.5±5.1 % (P <0.05 vs. control)y un valorparala DE50de2.3±0.2 hM.

En el panelA de la Figura63, semuestranlos trazosde corrienteHERG obtenidosal

aplicarpulsosde 5 sdesde-80hastaO mV y lascorrientesde cierreobtenidasal repolarizara-60

mV, en situacióncontrol y en presenciadel eprosartán(1 hM). Como podemosobservarel

eprosartánaumentóla amplitudde lacorrienteHERGaO mV (14.5±9.6 %, n = 6, P < 0.05 vs.

control), sin modificar la amplitudde la corrientede cierreregistradaal repolarizara-60 mV.

Al representarlas curvasI-V (panelB), observamosque eleprosartánaumentólaamplitudde

la corrienteapotencialescomprendidosentre-30 y O mV, alcanzandoel máximoaumentoa O

mV. Entre+10y +30mV, el fármacodisminuyóla amplitudde la corriente,alcanzandoun 18.5

±2.4%debloqueoa+30 mV (P > 0.05 VS. control)(DE50=4.4±0.6 hM).

En la Figura64A, serepresentanlos registrosde corrienteHERGobtenidosal aplicar

pulsosdc 5 sdesde-80hastaO mV, así comolas corrientesde cierreobtenidasal repolarizarla

membranaa -60 mV, enausenciay enpresenciadelcandesartán(0.1 gM). Podemosobservar

queel candesartánaumentóla amplituddela corrientehastaun un 8.5 ±3.8 % al final delpuíso

de5 shastaO mV (n= 7, P > 0.05 vs. control). Sin embargo,el fármacono modificó la corriente

decierreobtenidaa -60 mV. En laFigura64B sehanrepresentadolas curvasI-V ensituación

controly en presenciadel candesartán.Podemosobservarqueel fármacoaumentólacorriente

HERGentre-40yO mV, alcanzandoel máximoporcentajede aumentoa -10 mV (23.2±4.6%,

n = 7, P > 0.05 vs. control). A potencialesmáspositivos(>0 mV), el candesartándisminuyóla

amplitud de la corriente,produciendoun bloqueodel 29.2 ±2.4 % a+40 mV (P <0.05 vs.

control), lo que nospermitió calcularquesuDE50erade 0.25±0.06 gM.
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V.2.Efectossobrela dependenciadevoltajede la activaciónde los canalesHERG.

Paraanalizarlos efectosde los bloqueantesde los receptoresATí sobrelas curvasde

activaciónde los canalesHERO,representamoselpicode laamplitudde lascorrientesdecierre

obtenidasal repolarizara -60 mV frenteal potencialde membrana,en situacióncontroly en

presenciade cadauno de los fármacosobjetosde estudio.Enla Figura65A sehanrepresentado

lascurvasde activaciónen ausenciay en presenciadel losartán.La curvade activacióncontrol

seajustóaunafunciónde Boltzmann(ecuación1) y seobtuvieronlos valoresdelpuntomedio

(Eh~-12.7±1.5 mV) y de la inversade lapendientede la curva(k 8.3±1.5 mV). Comose

puedeobservar,el losartándisminuyóla amplitudde las corrientesde cierre entre0 y +60mV.

Además,desplazóel Eh haciapotencialesmás negativos(Eh -19.9±3.6, P <0.05,n = 4) y

disminuyólapendiente,aunqueestecambiono alcanzósignificaciónestadística(k= 6.5 ±0.5,

P>O.05,n=4).

En laFigura65B semuestranlas curvasde activaciónensituacióncontroly en presencia

del E-3174. El fármacoaumentóla amplituddelpico de la corrientede cierreentre-40y +10

mV, mientrasqueapotencialespositivosapenasla modificó. Además,desplazóel Eh de lacurva

haciavaloresde potencialmásnegativo,desde-2.6±1.7 hasta-10.1±4.0mV (P <0.05,n = 5),

lo que puedeexplicar, al menosenparte,el aumentoen la amplitud de la corrienteHERO

producidoporel E-3174 apotencialesnegativos.Sin embargo,no modificó lapendientede la

curvade activación(8.3±0.5mV VS. 8.5±0.5mV, P>0.05,n = 5).

En laFigura66A serepresentanlas curvasde activaciónen ausenciay en presenciadel

eprosartán.Los valoresde Eh y k obtenidosen situacióncontrolfueron-4.6±2.1 mV y 8.1 ±0.3

mV, respectivamente.Entre-40 y -10 mV, el eprosartánaumentóla amplituddel pico de las

corrientesde cierre. Sin embargo,a potencialesmás positivos (> O mV) la disminuyó

marcadamente.El eprosartánno modificó lapendientede la curva(8.1 As 0.2 mV vs. 8.1 ±0.3

mV, P > 0.05,u = 5), perodesplazóel puntomediohaciavaloresde potencialmásnegativos,

desde-4.6±2.1mV hasta-9.2±3.0 mV (P <0.05,n 5); esteúltimo efectoseríaresponsable

del aumentoen la amplitudde la corrienteHERO,queseobservabaapotencialesnegativos.
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En la Figura66B puedenobservarselos valoresmediosde las curvasdeactivaciónen

situacióncontrol y enpresenciadel candesartán.Al igual que sucedíacon el eprosartán,el

candesartánaumentóla amplituddelpicode las corrientesdecierreentre-40 y O mV, mientras

que a potencialespositivos (>+10 mV) las disminuyó ligeramente.Los valoresde Eh y k

obtenidostras el ajustede la curvacontrolaunafunciónde Boltzmannfueron-4.9±2.6 mV y

8.1 ±0.3mV (n = 8), respectivamente.El candesartándesplazóel Ehhaciavaloresde potencial

másnegativos(-14.3±3.3 mV, P < 0.05),sinmodificar lapendientede la curva(k= 8.4±0.5

mV, P > 0.05).El desplazamientodel puntomediopuede,denuevo,explicarel aumentoen la

amplitudde la corrienteHERG,queproducíael candesartánapotencialesentre-40 y O mV.

V.3. Efectossobrela cinéticade las corrientes de cierre.

Al repolarizarla membranaa -60 mV seobteníaunacorrientede cierre de unagran

amplitud.Lacinéticade caldadedichacorrientede cierreresultóserbifásica,de tal formaque

los trazosdelas corrientesde cierrefueronajustadosaunafunciónbiexponencial,obteniéndose

unaconstantedetiemporápida(tr = 226.1 + 14.5 ms) y otra lenta(t1 = 1271.0+ 82.7ms). Sin

embargo,ningunode los fármacosensayadosmodificó las constantesde tiempode las corrientes

decierre(Tabla15).
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Tabla15. Efectossobrela cinéticade deactivaciónde la corrienteHERO. Sehanrepresentado

las constantesde tiempoobtenidasalajustarlacorrientede cierrea unafunciónbiexponencial

en situacióncontroly en presenciade cadauno de los fármacosensayados.

tr (ms) t1 (ms)

Control 273.1 ±76.7 1508.3±388.1

Losartán 217.2+ 39.4 1285.6±279.6

Control 230.9±30.5 1391.4±161.9

E-3174 238.6±38.9 1417.4+ 213.6

Control 208.4±25.3 1198.5±160.7

Eprosartán 207.4+21.4 867.0±121.2

Control 239.6±22.2 1319.9±122.4

Candesartán 266.5±15.7 1430.2±104.5

VI. Características electrolisiolágicasde la corriente KvLQT1 +minK.

Enel año1996,sedescribióquela corrientede10 rectificadoratardíade activaciónlenta,

‘Ks’ erael resultadode la coexpresiónde un genque codifica lasubunidada de un canalde 10

voltaje-dependientede estructuraclásica,KvLQT1 y del genKCNE1,quecodificala expresión

de unasubunidadf3 moduladora,denominadaminiK (Barhaniny cols., 1996,Sanguinettiy cols.,

1 996b).La expresiónde la subunidadminK en oocitosde XenopuslaeVis permiteregistraruna

corrientesimilar a la ‘Ks’ lo que indica que minK seestabaensamblandocon una proteína

KvLQT1,presentede formaendógenaenlos oocitosy que eshomólogaalaproteínahumana.

Posteriormente,sehademostradoquemutacionesen los genesque codifican la expresiónde

KvLQT1 o minK, sonresponsablesde dostipos de síndromede QT largo congénitoRomano

Ward, el tipo 1 (LQT1) (Wang y cols., 1996) y el tipo 5 (LQTS) (Splawski y cols., 1997),

respectivamente.

Paraestudiarlos efectosde eprosartány candesartánsobrelas corrientesgeneradaspor

los canalesKvLQT1+minK, setransfectaronlos ADNC quecodificanla expresiónde KvLQT1
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Figura 67. Trazosde corrienteKvLQT1+minK registradosal aplicar
pulsosde 2 s desde -80 hasta+60 mV en incrementosde 10 mV,
repolarizandoa -40 mV duranteotros2 sparaobtenerlas corrientesde
cierre.

y deminK, en célulasCHO, de tal maneraqueéstasexpresaronlos canalesde forma transitoria.

En la Figura 67 semuestrantrazosde corrienteKvLQTl+minK obtenidosen célulasCHO al

aplicarpulsosde 2 sdesde-80hasta+60mV enincrementosde -10 mV y lascorrientesde cierre

obtenidasal repolarizarduranteotros 2 s a -40 mV. Entre-80 y -40 mV no se observaron

corrientesvoltaje-dependientes.Cuando aplicábamospulsos a potencialesmás positivos,

registramosuna corriente de salida de K~, cuya amplitud aumentó progresivamenteal

incrementarlaamplituddelpulsodespolarizante,hastaalcanzarunvalorde 2357.7+ 284.6pA,

a +60 mV (n 17). La corrientepresentóuna cinéticade activaciónlenta que no alcanzó

-40 mV

+60 mV

-80 mV

dc

is
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saturación;de hecho,no sellegabaa activar completamenteen el transcursode los 2 s que

durabael pulso despolarizante.Asimismopresentóunacinéticade deactivaciónlenta(888.7±

82.5 ms, n = 18), lo que explicaríael aumentode la corrienteactivadaen situacionesde

estimulaciónrepetitiva.Paraconstruirlas curvasde activaciónde lacorrienteKvLQT1+minK

representamosla amplituddel picomáximo de las corrientesde cierreen funcióndel potencial

de membrana.Trasrealizarunajustede los datosexperimentalesaunafunciónde Boltzmann,

obtuvimoslos parámetrosquedefinenla curvade activación,Eh y k, queennuestrascondiciones

experimentalesalcanzaronvaloresde 29.9 ±3.9 mV y 17.7±0.4 mV (n = 17). Todas estas

característicascinéticasy de dependenciade voltajede la corrienteKvLQT1+minK coinciden

con las descritasanteriormenteparala corriente‘Kg (Sanguinettiy Jurkiewicz,1990a;Delpóny

cols., 1995; Barhaniny cols., 1996; Sanguinettiy cols., 1996b).

VI.1. Efectos del eprosartán y del candesartén sobrela corriente KvLQT1 + minK

Paraanalizarlos efectosde la perfusióndel fármacosobrelacorrienteKvLQT1+minK

utilizábamosun protocoloexperimentalqueconsistíaen aplicarpulsosde 2 s desdeel potencial

de fijación de -80 mV hasta+60mV, repolarizandoa-40 mV duranteotros2 s,paraobtenerlas

corrientesde cierre.Los pulsoseranaplicadoscada60 sparapermitirlacompletarecuperación

de la corriente.En la Figura 68A se muestranlos efectosdel eprosartán(1 hM) sobrelas

corrientesKvLQT1+minK en estascondiciones.Transcurridosunos3 minutosdesdeel inicio

de laperfusióndel fármaco,seobservabaqueésteaumentóprogresivamentela amplitudde la

corrienteKvLQTl+minK, alcanzandosuefectomáximoalos 6 minutosaproximadamente(8.8

± 2.7%, n = 7, P < 0.05 VS. control). A partir de estemomento, el fármaco disminuía

progresivamentela amplituddela corrienteregistradaa+60 mV hastaquesealcanzóunvalor

establede bloqueodel 17.7±3.0 % (n 7, P < 0.05 Vs. control).Utilizandoel porcentajede

bloqueoobtenidoa +60mV, calculamosel valor de laDE50 (ecuación5), queresultóserde4.6

+ 0.3 ¡.iM.

En laFigura68B serepresentanlos efectosdelcandesartán(0.1 pM) sobrelas corrientes

KvLQT 1 +minK, obtenidasal aplicarelprotocoloexperimentaldescritoanteriormentey queestá

representadoen lapartesuperiordela Figura68. El candesartánprodujounadisminuciónen la
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Figura 68. Efectosdel eprosartán (1 hM) (panel A) y candesartán(0.1
hM) (panel B) sobre las corrientesKvLQT1+minK registradastras
aplicarpulsosdesde-80hasta+60 mV y sobrelas corrientesde cierre
registradasal repolarizara-40 mV.

amplitudde la corrienteobtenidacon el pulsoa+60 mV deun38.8±6.3% (n = 5, P <0.01 Vs.

control),sin que seobservaraun aumentoinicial en su amplitud.La DE50 obtenidaparael

candesartánresultóserde 0.2 As 0.04 hM, lo queindicaque ésteeraunas20 vecesmáspotente

queeleprosartánparainhibir la corrienteKvLQTI+minK. Asimismo,el candesartándisminuyó

Control

(efecto en estadoestable)

Candesartán OS itM

is

181



Resultados

marcadamentela amplitud de la corrientede cierre obtenidaal repolarizara -40 mV. Para

analizarla cinéticadelbloqueoproducidoporel candesartánrealizamosla sustraccióndigital de

los trazos de corrienteobtenidosen situacióncontrol y de los obtenidosen presenciadel

candesartán(Ic-IcAND). El cocienteentreestevalory la amplitudde la corrienteregistradaen

situacióncontrol, representala corrientesensiblea candesartán[(‘c-’cAND)/Ic].El ajustede los

datosobtenidosaunafunciónmonoexponencialnospermitióobtenerunaconstantedetiempo

(z= 366.6±142 ms,n = 5), que representala constantedetiempo de aparicióndel bloqueo.Es

decir,queel bloqueode los canalesKvLQT1+minK, producidoporel candesartánaparecede

formamuy rápida,alcanzandoestadoestableantesde quetranscurrael primersegundo.

VI.2. Efectossobrela cinética de la activación de la corriente KvLQTI+minK.

La corrienteKvLQTI+minK presentaunaactivaciónsigmoidal,conunacinéticamuy

lenta.Paraestudiarlos efectosde candesartány eprosartánsobrelacinéticade activaciónde la

corrienteKvLQTI + miniK ajustamosel trazode corrientea +60 mV, entreel final deltramo

sigmoidaly lamáximaamplitudde lacorriente,aunafunciónbiexponencial.Los valoresde las

constantesde tiempo,rápiday lenta, queresultarondelajuste,fueron237.5±28.6ms y 1128.1

±143.8ms (n = 12), respectivamente.En presenciadeleprosartán,lasconstantesde tiempode

activaciónfueronde256.7 + 53.6ms y 1063.5±151.5 ms (n = 5, P >0.05)y en presenciadel

candesartánde 208.3±38.7ms y 1105.7±313.0ms (n= 7, P>0.05). Es decir, queningunode

los dos fármacosensayadosmodificó el curso temporalde la activación de la corriente

KvLQT1+minK.

VI.3. Efectossobrela cinética de la deactivaciónde la corriente KvLQT1+minK.

Tras repolarizar la membranaa -40 mV, obteníamoslas corrientesde cierre, que

representanel cierrede los canalesKvLQT1+minK. Paraestudiartanto lacinéticadelproceso

como los efectosdeleprosartány del candesartánsobreella, seajustaronlos trazosde corriente

aunafunciónmonoexponencial(ecuación3), obteniendola constantede tiempode deactivación

de la corriente.Ningunode los dosfármacosmodificó la cinéticadedeactivaciónde lacorriente
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decierre.Dehecho,enausenciay en presenciadel eprosartánlasconstantesde tiempoobtenidas

fueron 899.6 + 68.6 y 858.9 + 52.2 ms (n — 9, P > 0.05), respectivamente,mientrasque en

situacióncontroly en presenciade candesartánfueron887.5±92.3y 885.1 ±80.6 ms (n = 9, P

> 0.05),respectivamente.

VII. Características electrofisiológicas de la corriente Kv4.3.

LaexpresióndelADNCquecodificael canalKv4.3 ensistemasde expresiónheterólogos,

hapermitidocomprobarquelacorrienteregistradapresentaunascaracterísticasmuy similares

a las de la corriente‘tol’ responsablede la fase 1 del potencialde acción cardíacohumano

(Comery cols., 1994; Dixon y cols., 1996;Franquezay cols., 1999).

Paraestudiarlos efectosde eprosartány candesartánsobrelas corrientesgeneradaspor

los canalesKv4.3, setransfectóel ADNC quecodifica la expresiónde estoscanalesen células

CHO, lo quepermitió suexpresiónde formatransitoria.En laFigura69A sehanrepresentado

los trazosde corrienteKv4.3 obtenidosmedianteel protocolodescritoen la partesuperiorde la

Figura, queconsistíaen aplicarpulsosde 250 ms de duracióndesdeelpotencialde fijación -80

hasta+50 mV en incrementosde 10 mV. Después,repolarizábamoslamembranaa -40 mV,

obteniéndounascorrientesde cierrede unaamplitudmuy pequeña.Esteprotocoloerael que

utilizábamosparaelaborarlas curvasI-V. Comopuedeobservarse,apotencialespositivosa-30

mV seregistróuna corrientecuyaamplitudaumentabasegúnel pulso despolarizanteeramás

positivo,hastaalcanzarun valor de 2889.4±602.7pA a+50 mV (n = 14). La corrienteKv4.3

seactivarápidamente,siguiendoun procesosigmoidal,alcanzaun pico máximoy seinactiva

completamentetambiénde formamuyrápida.Paraanalizarla cinéticadelprocesode activación

seajustarona unafunción monoexponenciallos trazos de corrientedesdeel final del tramo

sigmoidalhastael pico máximo de la corriente(Figura 69B), lo quenospermitió obtenerla

constantede tiempodominantedel proceso,queresultóser1.3±0.1msa+50 mV (n = 14). Sin

embargo,paraanálizarla cinéticade la inactivaciónde la corriente,ajustamosla caídade la

mismaduranteel pulsodespolarizanteaunafunciónbiexponencial,obteniendounaconstante

detiemporápida,tr y otra lenta,’r1,cuyosvaloresa +50mV resultaronser23.3±1.8 ms y 77.t±
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5.7 ms, respectivamente(Figura69C).

+50 mV

-80 mV

A

y-

E

y-

100 ms

c

-4

Figura 69. A. Trazosde corrienteKv4.3 registradostras aplicarpulsosde 250 ms desde
-80hasta+50 mV en incrementosde 10 mV. 13. Ajuste¡nonoexponencialdeltramoinicial
del trazode corrientea +50 mV. C. Ajuste monoexponencialde la corrientede cierre
obtenidaal repolarizara-40 mV.

-40 mV

= 1.3 ~ 0.1 tus

tr = 23.3±1.8 tus

t~= 77.1±5.7ms

2 ms 100 tus
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VII.1. Efectosdel eprosartán y del candesartánsobrela corriente Kv4.3.

En laFigura70A semuestranlos trazosde corrienteKv4.3 registradosen célulasCHO

trasaplicarpulsosde 250ms desde-80 hasta+50 mV, en ausenciay enpresenciadel eprosartán

(1 gM). Comopuedeobservarse,el eprosartándisminuyóla amplituddelpico de la corriente

registradaa+50 mV (22.2±3.5%, n = 9, P <0.05 VS. control).Tomandoesteporcentajede

disminucióncomo índice de bloqueoy utilizando la ecuación5 de Material y Métodos, se

calculóla DE50,que resultóserde 4.3 ±0.7 .iM. Además,aceleróligeramentela inactivación

de lacorrienteKv4.3, aunqueestaaceleraciónno alcanzósignificaciónestadística(17.2±2.6

y 60.9 + 6.7 nasvs. 19.5 As 4.1 y 67.9 + 8.9 ms, P > 0.05). En la Figura70B semuestranlas

curvasI-V obtenidasal representarlaamplituddel pico máximode la corrienteen funcióndel

potencial de membranaen situación control y en presenciadel eprosartán.Como puede

observarse,el eprosartándisminuyóla amplitudde la corrienteatodoslos valoresdepotencial

a los cualeséstaestabaactivada(entre-10 y +50 mV). Con el fin de determinarla posible

dependenciade voltaje del bloqueorepresentamosla corrienterelativa(‘EPRO/JCON) frenteal

potencialdemembrana(panelC de laFigura70). Comopuedeobservarse,el bloqueoproducido

por el eprosartánfue aumentandoapartir de -20 mV y alcanzóunvalormáximo a-10 mV de

35.0±11.02 % (n 9, P <0.05 vs. control).A potencialesmáspositivos,el porcentajede

bloqueodisminuyóde formavoltaje-dependientehastaalcanzarel 22.2±3.5%a+50 mV (P <

0.05 vs. -10mV).

En laFigura71A semuestranlos trazosdecorrienteKv4.3 registradosal aplicarunpulso

de 250 ms de duracióndesde-80 hasta+50 mV en situacióncontrol y en presenciadel

candesartán(0.1 gM). El candesartándisminuyóla amplituddel pico máximode la corriente

registrada,resultandounporcentajede bloqueodel 19.7±3.6 %, quenospermitió calcularun

valor deDE50dc 0.47 + 0.1 pM; es decir, queel candesartánfue unas9 vecesmáspotenteque

el eprosartánparainhibir la corrienteKv4.3. El candesartántambiénaceleróligeramentela

cinéticade la inactivaciónde la corriente,disminuyendoel valorde las constantesde tiempodel

procesosin queestadisminuciónalcanzasesignificaciónestadística(17.3±4.7y 52.8±7.7 ms

vs.23.3±3.4y 77.8±11.4ms,n = 6, P >0.05). LaFigura71B muestralas curvasI-V obtenidas
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Figura70. A. Efectosdel eprosartán(1 gM) sobrelas corrientesKv4.3 registradas
tras aplicarpulsosde 250 ms desde-80 hasta+50 mV. B. Relacionescorriente-
voltaje (250 ms) en situacióncontrol (e) y en presenciadel eprosartán(o). C.
Corrienterelativacalculadaa partir de los datosdel panelB (IEpRoIIcoN)~ acada
valordepotencialdemembrana.La líneacontinuaesel ajustede los datossiguiendo
un modelode Woodhull (ecuación8).

en ausenciay en presenciadel fármaco.El candesartán,a diferenciadel eprosartán,aumentóla

amplitudde la corrienteentre-30 y -10 mV (29.1±4.2%a -10 mV, n = 6, P >0.05vs. control),
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Figura 71. A. Efectos del candesartán(0.1 gM) sobre las corrientes Kv4.3
registradastras aplicarpulsosde 250 ms desde-80hasta+50 mV. 13. Relaciones
corriente-voltaje(250ms) ensituacióncontrol(e)y enpresenciadelcandesartán(O).
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mientrasqueapotencialesmásdespolarizadosla inhibió. El porcentajede bloqueoalcanzóun

valor máximoa+10 mV (26.0As 7.7 %, P < 0.05 VS. control),disminuyendoapotencialesmás

positivos(19.7+ 3.6%,P <0.05vs. +10mV).

VII.2. Efectossobre la dependenciade voltaje de la inactivacián de la corriente Kv4.3.

Enel siguientegrupode experimentos,estudiamoslos efectosde eprosartán(1 ¡M) y

candesartán(0.1 hM) sobreladependenciade voltajedela inactivaciónde la corrienteKv4.3.

Paraello, utilizábamosun protocoloenel cual primeroaplicábamosun pulso de 250 ms de

duracióndesdeunpotencialde fijación de -80 mV hastadistintospotencialesentre-90y +50

mV, en incrementosde 10 mV. Seguidamente,aplicábamosun segundopulsode 250ms hasta

+40 mV (partesuperior de la Figura 72). Con el primer pulso obteníamoscorrientescuya

amplituderamayorcuantomáspositivoerael potencialde membrana.Porel contrario,al aplicar

el segundopulso,a+40mV, registrábamosunacorrientecuyaamplituderatantomayorcuanto

másnegativoerael pulso previo, ya que a estospotencialesesmayor la fraccióndecanales

disponiblesparaseractivados.Al representarla amplituddel picode lacorrienteobtenidacon

estesegundopulso frenteal potencialdel pulsoprevio obteniamoslascurvasdeinactivación,que

nospermitenanalizarla dependenciade voltaje de la inactivaciónde los canalesKv4.3. Las

Figuras72B y 72C muestranlas curvas de inactivaciónobtenidasen situacióncontrol y en

presenciade eprosartány candesartán,respectivamente.Ambos fármacosdisminuyeron la

amplitud del pico de la corrienteregistradatras los pulsosentre-90y -40mV, resultandoun

porcentajede inhibición a -90 mV del 25.7 ±6.1 % (n = 5, P > 0.05 vs. control) parael

eprosartány del23.4 + 7.5 % (n = 5, P > 0.05 vs. control)parael candesartán.El ajustede las

curvasde inactivaciónaunafuncióndeBoltzmann(ecuación1),nospermitióobtenerlos valores

deE1, y de k. Parafacilitar la comparaciónentreel ajustede las curvasen ausenciay enpresencia

de fármaco,éstasúltimas fueron normalizadascon respectoal máximo valor obtenido en

situacióncontrol(líneadiscontinua).Los valoresde Eh y k no semodificaronen presenciade

eprosartán(-34.1±2.0 y 5.9 + 0.3 mV vs. -33.6±2.9y 5.7±0.14mV, n = 5, P >0.05)0de

candesartán(-36.5As 1.7 y 5.7±0.4mV vs.-37.4±1.6 y 5.9±0.4mV, n = 5, P >0.05).
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Fignra 72. A. Trazosde corrienteKv4.3 registradosutilizando el
protocolodescritoen la partesuperiorde la Figura. 13. Efectosdel
eprosartánsobrela dependenciade voltaje de la inactivaciónde la
corrienteKv4.3. C. Efectosdelcandesartánsobreladependenciade
voltaje de la inactivación de la corrienteKv4,3. Las curvas de
inactivaciónen situacióncontrol(e)y enpresenciadel fármaco(o)
fueronajustadasaunafunciónde Boltzmann(ecuación1).
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En la presenteTesis Doctoral hemos estudiadolos efectos de cuatro fármacos

antagonistasde los receptoresATí de la angiotensinaII: losartán,E-3174, eprosartány

candesartán,sobrelos canalesde 10, biKvl .5, HERO,KvLQT1 + minK y Kv4.3, donadosde

miocardiohumanoy expresadosencélulasde mamífero.Tambiénhemosestudiadosusefectos

sobrelascomentes‘K e ‘Ks registradasenmiocitosventricularesde cobayoy sobrela duración

delpotencialde acciónregistradoen músculospapilaresde cobayo.Las dosisseleccionadasde

cadauno de los fármacos(1 ~iMparael losartán,el E-3174y el eprosartány 0.1 ~iMparael

candesartán),secorrespondencon el valormediodel rangode las concentraciónesplasmáticas

máximas (Cmax) que se alcanzancuando se administrana las dosisrecomendadaspara el

tratamientode la hipertensiónarterial. De tal forma, que las Cmn del losartány del E-3174

obtenidastras unadosisde 100 mg de losartánson 1.7 y 2.7 ~iM,respectivamente(Johnston,

1995),mientrasquetrasla administraciónde unadosisde 400 mg de eprosartánseobtieneuna

Cmax de 3 1M (McClellan y Balfour, 1998). El candesartánse administraen forma de un

profármaco(candesartáncilexetil ó TCV-116), que se biotransformaen la forma activa,

candesartán(CV-1 1974),en lapareddeltracto gastrointestinal;de estemodo, trasadministrar

unadosisde 8 mg decandesartáncilexetil, la Cm~de candesartán(formaactiva)obtenida,esde

0.12 ~iM (McClellany Goa,1998).

Los efectosproducidossobrelos canalesde 10 cardíacospor los cuatroantagonistasde

los receptorestipo 1 de la angiotensinaII estudiadosen estaTesisDoctoralno sondebidosal

bloqueodelos receptoresATI sinoquesonatribuiblesa unainteraccióndirectadel fármacocon

el canal iónico estudiado.Las pruebasque avalanestaafirmaciónson: a) los efectosde cada

fármacoseestudiaronsiempreen ausenciadeangiotensinaII, por lo quesusaccionesno pueden

serel resultadodelantagonismode las accionesde éstasobrelos receptoresATí. b) Los efectos

observadossobreun mismocanalsondiferentesconcadafármaco,porlo queno pareceposible

queseandebidosa un mecanismode accióncomún, el antagonismode los receptoresATí. c)

La potenciaparabloquear/aumentarlas distintascorrientesno guardarelacióncon lapotencia

queexhibenestosfármacosparabloquearlos receptoresATí. d) La angiotensinaII inhibe las

corrienteshKvl .5 (Figura51) e ‘Ks (Daleauy Turgeon,1994),porlo tantoel efectoesperado

con todos los fármacosquebloqueanlos receptoresde la angiotensinaII seríaun aumento,no

transitorio,de las doscorrientes.Se habíadescritotambién,quela angiotensinaII aumentala ‘Kr
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(Daleauy Turgeon,1994), luegosi los efectosobservadosfueransecundariosal bloqueodelos

receptoresde la angiotensinaJI sólo cabríaesperarefectosbloqueantesde estosfármacossobre

las corrientesHERG e ‘Kr~ Por último, los efectosmediadosa través de receptor de la

angiotensinaII sobrela ‘tol (Kv4.3) en célulasnativassonunaaceleraciónde la cinéticatanto

de activacióncomo de inactivación(Yu y cols., ¶997). En nuestrosexperimentoshemos

observadoefectosbloqueantestanto en presenciade eprosartáncomo de candesartánqueno

serían,de nuevo,atribuiblesal bloqueode los receptoresde la angiotensina.

1. Efectosde losartán, E-3174,eprosartán y candesartánsobre la corriente bKvl.5.

Los canaleshKvl.5 sonresponsablesde la corrienterectificadoratardíade activación

ultrarrápida,‘Kur’ observadaen miocitosauriculareshumanos(Wangy cols., 1993).El hallazgo

de queel canalfuncionalsólo existeen célulasde las célulasmuscularesauriculares,perono en

las ventriculares,conviertea la ‘Kur en una posible dianaterapéuticapara el desarrollode

fármacosselectivosfrentea las taquiarritmiassupraventricularescon mínimoriesgodeinducir

efectosproarritmicosventriculares.Hastala fecha,sehademostradoque el canalhKvl.5 es

bloqueadoporfármacosantiarrítmicosde los grupos1 (quinidina,propafenona),III (clofilio), IV

(verapamilo)y V (bradicardizantesselectivos:enantiómeros5-16257-2,5-16260-2,bertosamil,

zatebradina)de la clasificacióndeVaughanWilliams (1984)(Snydersy cols., 1992b;Rampey

cols., 1993; Snydersy Yeola, 1995;Delpóny cois., 1996;Valenzuelay cols., 1996; Tessiery

cols., 1997;Franquezay cols., 1998).Tambiénsebloqucaporalgunosantibistamínicos-H1tales

comoterfenadina,astemizol,ebastina,carebastina,loratadinay descarboetoxiloratadina(Yang

y cols., 1995; Caballeroy cols., 1997;Delpóny cols., 1997, 1999b;Valenzuelay cols., 1997).

En la presenteTesis Doctoral hemosestudiadolos efectosdel losartán,E-3174,

eprosartány candesartánsobrecanalesbKvl.5 expresadosde formaestableen unalíneacelular

de fibroblastosderatón(célulasLtkj. Estascélulasofrecenla ventajade no presentarningúntipo

de canalesiónicosensumembrana(Snydersy cols., 1993;Delpóny cols., 1996,Delpóny cols.,

1999a), por lo que no fue necesarioañadira las solucionesempleadasen estegrupo de

experimentosbloqueantesde otros canalesiónicos.Masaún, la formaesféricay su pequeño
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tamaño,permitieronuncontroladecuadodel voltajeutilizandola configuraciónde célulaentera

de la técnicade fijacióndevoltajeen parchesde membrana(whole-cellpatch-clamp)(Hamilí

y cols., 1981). Las corrienteshKvl.5 obtenidasen estaTesisDoctoral,poseíanlas mismas

característicascinéticasy de dependenciade voltajequelas descritasoriginalmenteporSnyders

y cols (1993)y posteriormentepornuestrogrupo(Valenzuelay cols., 1995; Delpón y cols.,

1996;Delpón y cols.,1997; Delpóny cols., 1999a).

Tantoel losartáncomoel E-3174, aumentarontransitoriamentela amplituddela corriente

hKvl.5 registradatrasaplicarpulsosdespolarizantesde 250 ms deduracióndesde-80 hasta+60

mV. Esteefecto“agonista”no puedeseratribuidoal desplazamientode la curvade activación

haciavaloresmásnegativosdepotencialdemembrana,yaqueseproduceapotencialesa los que

ya sehaalcanzadola saturaciónen la activaciónde los canalesy yahabíasido observadopor

nuestrogrupocon otros fármacos,comolabenzocaina(Delpóny cols., 1999a)o la rupatadina

(Caballeroy cols., 1999).La rapidezconla queapareceel efectonosindujo a pensarquepodría

debersea la interacciónde concentracionesmuy bajasdel losartáno del E-3174 (obtenidasal

inicio de laperfusión)conun receptorsituadoen lacaraextracelulardel canalhKvl .5 o biencon

un receptorsituadoen la caraintracelularquepresentemuchaafinidad porel fármaco.Una

explicación similar ha sido utilizada para explicar los efectos“agonistas” de quinidina y

azímílidasobrelas corrientesKvl.2 y HERG, respectivamente(Tsengy cols., 1996; Jiangy

cois., 1999).Considerandoel modelocinéticopropuestoporRichy Snyders(1998)parael canal

hKv 1 .5;

el aumentode la amplituddela corrientepodríadeberseaqueel fármacoestuviesemodificando

lacinéticade las transicionesentrelos distintosestadosconformacionalesdel canal;acelerando

elpasodesdeel estadoA1 al A2 o retrasandola transicióndesdeel A2 al I~, esdecir,el pasoa

un estadoabsorbenteno conductor.Otraposibilidadseriaquela unión del fármacoasureceptor

produzcaun incrementoen laconductanciadel canal.Sin embargo,el efecto“agonista”no iba

acompañadode cambiosen la cinéticade activacióno deactivaciónde la corriente,lo queparece

indicar que el fármacoactuaríamodificandola conductanciadel canal.Pero,paraconocerel

mecanismomolecularresponsablede esteefecto,serianecesarioestudiarcómomodificanestos
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fármacosla corrienteiónicaunitaria o microscópica,es decir, aquellageneradaporunúnico

canalpresenteen el parche.Esteefectoagonistainicial no seobservóenpresenciadel eprosartán

o del candesartán.

Transcurridosunos 10 minutosdesdeel inicio de la perfusión,los cuatrofármacos

disminuyeronla amplitud de la corrientehKvl .5, observándoseque esteefectobloqueante

alcanzóun valor estableal cabode unos 15 minutos.Asumiendoun modelo de bloqueode

primerorden,y utilizando los porcentajesde bloqueoproducidoal final de los pulsosa+60mV

y las dosisempleadasde cadauno de los fármacos,calculamoslaconcentracióndel fármaco

necesariapara producir el 50% del efecto máximo (DE50). Estos valoresnos permitieron

comprobarque,de los cuatroantagonistasde los receptoresAT 1 de angiotensinaII ensayados,

el candesartánerael máspotenteparabloquearlos canaleshKvl .5 (DE50 = 0.4 kM). Además,

cuandocomparamosestevalor conel de otros fármacosobservamosqueeramáspotenteque

quinidina (6 gM), propafenona(4.4 gM), zatebradina(1.8 ~iM)o loratadina(1.2 ~iM)y tan

potentecomo el clofilio (0.15 ~iM)ola terfenadina(0.88 ~iM)(Snydersy cols., 1993; Franqueza

y cols., 1998; Valenzuelay cols., 1995;Delpóny cols., 1997; Snydersy cols., 1993; Yang y

cols.,1995).Sin embargo,laDE50obtenidacon elcandesartánescuatrovecesmayorquelaCm~,c

que sealcanzaenunpacienteal quesele administran8 mgde candesartáncilexetil,por lo que

quizá el bloqueoproducidopor estefármacopudiesecarecerde relevanciaclínica. Por el

contrario,esdeesperarquetengarelevanciael marcadobloqueoqueproduceel E-3174 (37.2%

a 0.1 Hzy 52.8%a2 Hz), aunaconcentraciónquesí secorrespondecon la Cm~,< quesealcanza

en unpacientetratadocon 100mg de losartán.

Loscuatrofármacosensayadosretrasaronlacinéticade ladeactivaciónde la corriente,

aumentandolas constantesde tiempo del procesocon respectoa las obtenidasen situación

control.Como consecuencia,al superponerlos trazosde corrientede cierreenausenciay en

presenciadel fármacoseobservóque éstosse cruzaban,fenómenoque sedenomina“crucede

las corrientesdecierre”.Esteefectoconstituyeunaevidenciaexperimentaldequetodosestos

fármacospresentanunaaltaafinidadporel estadoactivo-abiertodelcanalhKv1.5, esdecir,que

la aperturadel mismo permite la unión del fármaco a su receptory que el fármacodebe

disociarsedel canalparapernútirque éstesecierre. Teniendoen cuentael modelo cinético
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propuestopara el canalbiKvl .5 (Rich y Snyders,1998),las corrientesde cierre en situación

control reflejan la transicióndesdeel último estadoabierto (A2) hastalos distintos estados

cerrados.Pero,si unaimportantefracciónde canalesse encuentrabloqueadaporel fármaco(AF)

y lacinéticade disociacióndelfármacoessuficientementerápida,la corrientedecierremostraría

unafaseinicial de ascenso,quereflejaríael desbloqueode los mismos(AF — A). Estafasede

ascensosólo seobservabaenpresenciadel E-3174(Figura 36), lo que sugiereque sólo este

fármacopresentabaunaconstantede disociaciónlo suficientementerápida.A continuación,la

corrientedecierredeberíadeclinarmáslentamentequeen condicionesnormales,ya queparte

de los canalesquesehandesbloqueadoy estánen estadoabiertopodríanvolver aserbloqueados

porel fármaco(querecordemosquepresentaunaalta afinidadporesteestado)antesde cerrarse

de formairreversible(Ca).

Control

t
C

fl~ 4~ 2

~ A A
C <..... ~ 2

4
Fármaco

Unaevidenciaadicionaldequelos cuatrofármacosensayadospresentanunaalta afinidad

por el estadoabiertodelcanal,lo constituyeel hechode quelos cuatrofármacosprodujeronun

bloqueofrecuencia-dependiente.En condicionesde estimulaciónrepetitiva, el canalhKvl .5

permanecemástiempoen los estadosactivo (o abierto)e inactivo.Portanto,un fármacoquese

unaasureceptoren el canalpreferentementecuandoésteestáabiertoproduciráunainhibición

de la corrientemayor al incrementarla frecuenciade estimulación.Los cuatro fármacos

estudiadosprodujeronun importantebloqueofrecuencia-dependiente,siendoel másmarcadoel

producidoporel E-3174, que alcanzóel 53 % cuandose aplicabantrenesde pulsosa una

frecuenciade 2 Hz. Porsuparte,el losartánprodujoun bloqueofrecuencia-dependienteque

alcanzó el 37 % a 2 Hz, lo que suponeun aumentomuy significativo respectoal bloqueo

producidocuandoseaplicabanlos pulsosa 1 Hz (20%)y a 0.1 Hz (8.7 %). Un trendepulsos
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simula la situaciónproducidaen un corazónlatiendo,aun 1 Hz (frecuenciasinusalnormal)ó

a2 Hz. En estesentido,habríaqueconsiderarquea 1 Hz, estosfármacos,aconcentracionesque

sealcanzantrasla administraciónde dosisterapéuticas,inhibieron lacorrienteentreun 12.5 y

un 37%; másaún, al aumentarla frecuenciade estimulacióna 2 Hz, estainhibición alcanzó

valorescomprendidosentreel 25.5 y el 53%.

¡.1.Efectosvoltaje-dependientes.

Los antagonistasde los receptoresAlA ensayadosen estaTesisDoctoralprodujeronun

bloqueovoltaje-dependientede los canaleshKvl.5. Cuandoserepresentanlas curvas1-y en

situacióncontrol y en presenciade cadauno de los fármacosseobservaque a potenciales

negativos(entre-30 y -20 mV) producenun aumentoen la amplitudde la corriente,queparece

serdebido al desplazamientodel punto mediode la curvade activaciónde los canaleshacia

valoresmásnegativosde potencialde membrana.Esteresultadoindica que estosfármacos

modifican ladependenciade voltajede los mecanismosde aperturay cierredel canal (gating),

esdecir, queel canalno sólo estábloqueadoporel fármaco,sino que, además,secomportade

formadiferente.A potencialesmáspositivos(>-I0 mV), todos estosfármacosinhibieron la

corrientehKvl.5. Al representarla corrienterelativafrenteal potencialde membranajunto con

la curvade activaciónen situacióncontrol,seobservóqueel bloqueoaumentabaen el rangode

potencialesen el queseproducela aperturadel canal(entre-30y O mV). Estehallazgoindica

quela afinidaddel fármacopor el receptordependerádel estadoen el queseencuentreel canal

(Hz~ótesisdelReceptorModulado),siendoen estecasomáximacuandoestáen estadoabierto.

Otra posibilidadesquela aperturadelcanalcambiela conformaciónde éste,detal formaque

el receptor,que en estecasopresentaríaunaafinidadconstante,seamásaccesibleal fármaco.

(HipótesisdelReceptorGuardado).A potencialesmáspositivos(entreO y +60mV), cuandola

activaciónde los canaleshaalcanzadosaturación,el porcentajede bloqueodisminuíade forma

voltaje-dependiente.El ajustede los datosde corrienterelativaa una función de Woodhull

(Woodhull, 1973)nospermitiócalcularel parámetro6, querepresentala distanciaeléctricao

fracción del campo eléctrico transmembranaque ha de recorrerun fármaco cargadohasta

alcanzarsureceptoren e] interior del canaly que resultóseraproximadamenteel 20% en los
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cuatrocasos.En presenciade fármacoscon carácterbásicodébil, quepredominanen suforma

catiónicaapH fisiológico, seproducíala situaciónopuesta,esdecir,el porcentajedebloqueo

aumentabaapotencialespositivos (Valenzuelay cols., 1995; Delpóny cols., 1996; Caballero

y cols., 1997; Franquezay cols., 1998; Longobardoy cols., 1998). El accesode la forma

cargadadeun fármacoasureceptoren el canalhKvl.5 requiereunavíahidrofilica(Hille, 1977).

Es decir, que la formacargadasemuevadentrodel campoeléctricode la membrana,lo cual

proporcionaunaatraccióno repulsiónadicionaldesdeel receptor.Por ello, paraexplicareste

efectosepropusoquela formacatiónicadelfármacopodríaestaruniéndoseaun receptorsituado

en labocaintracelulardelcanal,al cualaccedíandesdeel citoplasma.Deestafonna,el aumento

voltaje-dependienteen el bloqueo producidopor estos fármacosseríaconsecuenciade la

interaccióndel campoeléctricotransmembranasobrela formacatiónicadel fármaco.Es decir,

que la despolarizaciónde la membrana,provocaríala repulsiónde la cargapositivahaciael

Figura 73. Interaccióndefármacosconcarácterbásicodébil conel canalbKvl.5. La
despolarizaciónde la membranaprovocala repulsiónde la forma catiónicadel
fármacohacia el interior del canal. El modelo de Woodhull permiteobtenerla
fracción de distanciaeléctrica, 5, que indica que la forma catiónica tiene que
atravesaraproximadamenteun 20% del campoeléctrico transmembranahasta
alcanzarsureceptor.

F+H~~~ FH~

r

FH~
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interior delcanalfacilitando suaccesoal receptor(Figura73). Los valoresde 8 calculadospara

estosfármacosindicabanque,también,debíanrecorrerel 20%del campoeléctricohastaalcanzar

su receptor (Valenzuelay cols., 1995; Delpón y cols., 1996; Caballero y cols., 1997;

Franquezay cols., 1998; Longobardoy cols., 1998).Trasrealizarmutacionesdirigidas enla

zona intracelulardel poro del canal (segmento56), se detenninaronlos aminoácidosque

formabanpartede estereceptor,yaque,al sustituirlossemodificabadrásticamentelaafinidad

de fármacoscomo la quinidinao la bupivacaina(Snydersy Yeola, 1995; Franquezay cols.,

1997).

El losartán,E-3174,eprosartánycandesartán,sonfármacoscon carácterácidodébil (pKa

4.2-5.6), es decir, que a pH fisiológico predominanen su forma aniónica. Por lo tanto,

siguiendola hipótesispropuestaparalos fármacoscon carácterbásicodébil, ladisminuciónen

el porcentajedebloqueoobservadaapotencialespositivospodríadebersea la interaccióndel

Figura74. Interacciónde fármacoscon carácterácidodébil conel canalhKvl.5. La
despolarizaciónde la membranaprovocala atracciónde la forma aniónicadel
fármacohaciael citoplasma.El modelode Woodhull permiteobtenerla fracciónde
distancia eléctrica, 8, que indica que la forma aniónica tiene que atravesar
aproximadamenteun 20% del campoeléctricotransmembranahastaalcanzarsu
receptor.

FH~zt F-’- H +

E

Citoplasma4
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campoeléctricotransmembranasobrela formaaniónicadel fármaco,dificultandoel accesodel

fármacoa su receptor.Por tanto, con la despolarizaciónel interior celularquedacargado

positivamentelo queatraeríaa la formaaniónicadel fármacohaciael citoplasma(Figura74).

Sin embargo,en presenciade fármacosqueno estabancargadosapH fisiológico, comosucede

con la loratadina,nifedipina,benzocainao rupatadina,tambiénseobservabala disminuciónen

elporcentajedebloqueoproducidoapotencialespositivos(Delpóny cols., 1997;Zhangy cols.,

1997; Delpóny cols., 1999a;Caballeroy cols., 1999).En estoscasos,esteefectono puede

atribuirseala interaccióndel campoeléctricocon la formacargadadel fármaco,yaque éstano

existe.Porello, analizamoslaposibilidadde queestadisminuciónen elporcentajede bloqueo

no estuvieserelacionadacon el efecto del campoeléctrico transmembranasobrela forma

aniónicadel fármaco.

El losartán,E-3 174, eprosartány candesartánmodificaronladependenciade voltaje de

la activaciónde los canalesbKvl .5 de formasimilara la descritapreviamentecon la benzocaina

(Delpóny cols.,1999a)y la rupatadina(Caballeroy cols., 1999).Todos los antagonistasde los

receptoresATt modificarondrásticamentela curvade activación,de tal formaqueen presencia

del fármacoéstapresentabados componentes.El primer componenteera responsablede

aproximadamenteel 75% del procesode activación,presentabala misma pendienteque en

situacióncontrol y supuntomedioestabadesplazadode formasignificativahaciavaloresmás

negativosde potencialrespectode los obtenidosen ausenciade fármaco.Es decir, que en

presenciade estos fármacos,los canalescomenzabana abrirsea valores de potencialde

membranamás negativos.El segundocomponenteaparecíaa potencialesmás positivos,

presentabaunasuavependientee impedíaque la activaciónde los canaleshiKvl.5 alcanzase

saturaciónenel rangode potencialesde membranaestudiados.

Para intentarexplicar estosefectosvoltaje-dependientes,sehan postuladodiversas

hipótesis.Considerandoel modelo cinéticopropuestopor Rich y Snyders(1998),tanto la

disminuciónen el porcentajede bloqueocomola aparicióndel segundocomponenteen la curva

de activaciónpodríanserconsecuenciade una afinidadselectivay especfficadelfármacopor

el canalcuandoésteseencuentraen el estadoA,. La transiciónal primerestadoabiertoA1, que

seproduceapotencialescercanosal puntomedio de activaciónde los canales,favoreceríala

unión del fármaco,y en consecuenciael aumentodelbloqueo.Por el contrario,la transiciónal
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estadoA2 (queapareceapotencialesmáspositivos)provocaríaladisociacióndel fármacodel

canaly conello la disminuciónen el porcentajedebloqueoproducido.Másaún,lapendientedel

desbloqueoseriaun índicede la dependenciade voltajede la transiciónA1 -> A2, quedehecho

enel modelopropuestopresentasólo unapequeñadependenciade voltaje.

Unasegundaposibilidadesqueestosefectosseandebidosaqueel receptoral cualseune

el fármaco esté acopladoa un procesovoltaje-dependiente,como, por ejemplo, cambios

conformacionalesenel porodel canalo movimientosdel sensorde voltaje(Zhangy cols., 1997).

Esto conferiría una dependenciade voltaje intrínseca a la interacciónfármaco-receptor,

superpuestaa ladependenciade voltajedebidaa la transiciónentrelos estadosconformacionales

del canal.Además,recientementesehapropuestoquela probabilidadde apertura(P0) delcanal

hKvl.5, al igual que lade los canalesShaker,no alcanzasaturaciónapotencialespositivosaO

mV, lo quepuededar lugaramodificacionesen la dependenciade voltaje de las transiciones

entrelos distintosestadosdelcanal(Bezanillay cols., 1994; Fedida,1997; Cheny cols., 1997).

Portanto,seríaposiblequeestoscambiospudieranalterarla conformacióndel estadoabiertodel

canaly confirieranunadependenciade voltajea la interacciónfármaco-canalen estadoabierto,

provocandola apariciónde los efectosvoltaje-dependientesobservados.

Una terceraposibilidad esque el fármacoseuna a un receptorsituadoen la cara

extracelulardelcanal, impidiendolasalidade 10asutravés.Deestaforma,el aumentodelflujo

deK’ que seproduceapotencialespositivos(>0 mV) provocaráladisociacióndel fármacode

suunión conel receptor,con la consiguientedisminuciónen el porcentajede bloqueorespecto

al obtenidoa potencialescercanosa O mV (Figura75). Estaes la hipótesispropuestapara

explicarla disminuciónen el porcentajede bloqueoobservadocon nifedipina,benzocainao

rupatadina(Zhangy cols.,1997; Delpóny cols., 1999a;Caballeroy cols.,1999).Paraexaminar

estaposibilidad se disminuyó la concentraciónintracelularde K~ ([K~]1) al 25% (35 mM),

haciendosustitucionesequimolaresde KCI por Tris-Cí. Al registrarla corrientehKvl.5 en estas

condicionesse observaronvarias modificacionesen la corriente generadarespectode lo

observadocuandola [K
4]

1eranormal(140mM). En primerlugar, tanto la corrientemáximade

salidade K
4- como lascorrientesde cierre fueronde menoramplitudquelas observadascuando

la [W]~eranormal,como consecuenciade la disminuciónen el gradientede concentraciónde

10 a un lado y a otro de la membrana.Además,seobservóun retrasoen la cinéticade las
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Figura 75. Unión deun fánnacoaunsitio receptorsituadoen labocaextracelular
del canalbiKvl.5. La despolarizaciónproduceun aumentoen el flujo de K~ que
provocala disociacióndelfármacode suunión al receptor.

corrientesde cierre, asícomoun desplazamientodelpuntomediode la curvade activaciónde

los canaleshKvl .5 haciavaloresde potencialmásnegativos.Estosresultadosindicanquelos

mecanismosde aperturay cierredel canalmuestranunaciertadependenciade la [K~]1,aunque

menor a la demostradapara la [K+]e (Delpón y cols., 1999a). En estas condiciones

experimentalesseestudiaronlos efectosdel candesartány del eprosartánsobrelas corrientes

hKvl .5. El eprosartánprodujo el mismo gradode bloqueoquecuandola I1K~]1 eranormal;sin

embargo,el porcentajedebloqueoproducidoporel candesartándisminuyósignificativamente,

y ademásaumentóla amplitudde las corrientesde cierre.No obstante,enpresenciade ambos

fármacosno seobservóni ladisminucióndelbloqueoqueseproducíaapotencialespositivos,

ni la aparicióndel segundocomponenteen lacurvade activaciónqueseobservaroncuandola

eranormal.Ambosfármacosúnicamentedesplazaronelpuntomedio de la activaciónde

los canaleshKvl .5 haciavaloresdepotencialmásnegativos,lo que sugiereque esteefectoes

consecuenciade unamodificacióndirectade la dependenciade voltajede los mecanismosde

aperturay cierre del canal.Estos resultadosparecenindicar que tanto la disminuciónen el

porcentajede bloqueoobservadaa potencialesmuypositivos,como la aparicióndel segundo

componenteen la curvade activaciónsondebidosa ladisociacióndel fármacodesureceptor,

situadoen la caraextracelularde la membrana,producidapor el aumentodel flujo del 10 a
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potencialespositivos,ya que cuandosedisminuyela concentraciónde 10 intracelular,estos

efectos desaparecieron.Los efectosagonistasy/o bloqueantesproducidospor quinidina,

azimilida,nifedipinao un análogopermanentementecargadode labupivacainasobredistintas

corrientesde K~, han sido atribuidos a su interacción con receptoressituados en la cara

extracelularde la membrana(Tsengy cols., 1996; Jiangy cols., 1999; Zhangy cols., 1997;

Longobardoy cols.,1999);dehecho,mutacionesrealizadasaestenivel provocanla disminución

o desapariciónde estosefectos(Tsengy cols., 1996;Jiangy cols., 1999;Zhangy cols., 1997).

II. Efectosde losartán, E-3174,eprosartán y candesartánsobre la corriente HERG.

En 1995,Sanguinetti y cols describieronqueel genHERG pertenecientea la familiaeag

(subfamiliaerg), codificabala expresiónde los canalesde 10 responsablesde la corriente

cardíacahumanafr~ (Sanguinettiy cols., 1995).Estehallazgopermitió,posteriormente,quese

pudieraexpresarel genhumanoen lineascelularesy asípoderestudiarlacorriente‘Kr de forma

aislada.La ‘Kr juegaun importantepapelenla repolarizaciónventricularhumanay constituye

unadianafarmacológicaparael desarrollodenuevosfármacosantiarrítmicosdel grupo111. Por

otra parte, la inhibición de la corriente 1~ producidapor algunos fármacos,como los

antiarrítmicosdel grupo III, antihistamínicos,antifúngicosorales,antibióticosmacrólidoso

cisaprida,puedeproducirunaprolongaciónde la duracióndelpotencialdc acciónventricular

y del intervaloQTdelECG (Tamargo,2000b).El resultado,esla apariciónde un síndromede

QT largoadquiridoque enalgunospacientespuededesembocarenunataquicardiapolimórfica

ventricular,denominadatorsadesdepointes,que puedeinclusoproducirlamuertesúbita del

paciente(Roden,1988;Tamargo2000b).Porotro lado,sehandescritomutacionesanivel del

gen HERG en pacientescon síndromede QT largo congénito que serianresponsablesdel

genotipo2 del síndromedeRomano-Ward(LQT2) (Currany cols., 1995; Sanguinettiy cols.,

1996a;Cheny cols., 1999; Furutaniy cols., 1999).Por todo lo expuesto,el posibleinterés

terapéuticode los fármacosque bloqueanselectivamentela ‘Kr seve contrarrestadopor los

importantesefectosproarritmogénicosqueproducen.

Estudiamoslos efectosde losartán,E-3 174, eprosartány candesartánsobrelacorriente

HERGen célulasCHO queexpresabande formatransitoriael genquecodificael canalHERG
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conel que habíansido transfectadas.Trasaplicarpulsosdespolarizantesdesdeel potencialde

fijación hastadistintosvaloresdepotencialcomprendidosentre+60y -40 mV, obtuvimosuna

corrientede salida de 10 cuya amplitud eramáximaentre O y +10 mV, disminuyendoal

despolarizarapotencialesmáspositivos.Estecarácterrectificadorinternopareceserdebidoa

que a potencialesmuy positivos (> +20 mV) la aperturadel canal es más lenta que la

inactivación,con lo quepredominanlos canalesen estadoinactivo frenteacanalesen estado

abiertoo conductor.Al repolarizara-60 mV, la transicióndesdeel estadoinactivoal activo es

muchomásrápidaqueel pasodesdeel estadoactivo al cerrado,lo queoriginaunacorrientede

cierrede unagranamplitud, claramentemayor a la generadaduranteel pulso despolarizante

(Schónherry Heinemann,1996; Smith y cols, 1996; Spectory cols., 1996;Yangy cols., 1997).

Estecarácterrectificador,así comolas característicascinéticasy de dependenciade voltajede

la activacióncoincidencon lasdescritastantoparala corriente‘Kr nativacomoparalacomente

HERGregistradaen célulasde mamífero(CHO) (Sanguinettiy Jurkiewicz,1990a;Delpóny

cols., 1995; Li y cols., 1996;Berubey cols., 1999).

El losartány el E-3174 produjeronlos mismos efectossobre la corriente HERO

expresadaen célulasCHO que sobrela comente‘Kr registradaen miocitos ventricularesde

cobayo.El losartáninhibió la corrienteHERO atodos los potencialesa los que éstaestaba

activada,mientrasqueel E-3 174 aumentólaamplitudde la corrienteentre-40 y +30 mV. Este

efecto“agonista”sobrela corrienteHEROseha descritorecientementecon laazimiliday seha

atribuidoalaunión del fármacocon un receptorsituadoen la caraextracelulardel canalHERO,

ya que mutacionesa estenivel producenladesaparicióndel efecto“agonista”(Jiangy cols.,

1999).Estosresultadospodríansugerir laposibilidadde queen los canalesHERO,tal y como

proponemosparalos canaleshKvl.5, el receptoral queseune el fármacoseencuentraen la cara

extracelularde la membrana.Porsuparte,el eprosartány el candesartánaumentaronla corriente

HEROen el rangode potencialen el que seproducela aperturade los canales(-401+10mv),

mientrasque a potencialesmáspositivosla inhibieronligeramente.La DE50obtenidacon los

cuatrofármacosensayadosnospermitiócomprobarquenuevamenteel candesartánerael más

potenteparainhibir la corrienteHERO(DE50=0.25).Además,comparándolacon la de otros

fármacosbloqueantesde estacorrienteobservamosqueel candesartánresultómenospotenteque

dofetilida(31.5nM), almokalant(50nM), astemizol(0.9nM) o cisaprida(6.5nM). Sin embargo,
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semostrótanpotentecomoE-4031 (0.4gM), clofilio (0.15~tM),propafenona(1 gM inhibe el

100 %), quinidina(1 kiM inhibe el 75%)o terfenadina(0.35 gM) y máspotenteque azimilida

(1.4 ~.iM),amiodarona(9.8 gM) o ketoconazol(49 jtM) (Jurkiewiczy Sanguinetti, 1993;

Carmeliet, 1993b;Suessbrichy cols., 1996; Mohammedy cols., 1997;Sanguinettiy Jurkiewicz,

1990a;Suessbrichy cols., 1997a;Delpóny cols., 1995; Poy cols., 1999; Roy y cols., 1996;

Busch y cols., 1998; Kiehn y cols., 1999; Dumainey cols., 1998). Teniendoen cuentalas

concentracionesplasmáticasquesealcanzanal administrarcadauno de los cuatrofármacos,los

efectosquetendríanunarepercusiónmás importanteen la repolarizacióncardíacadel paciente

seríanel bloqueoproducidopor el losartán(23%aO mV) y el aumentoproducidopor el E-3174

(30.5%a O mV). Los cuatrofármacosensayadosdesplazaronla curvade activaciónhaciala

direcciónhiperpolarizante,siendoel candesartánel fármacomáspotentea esterespecto.Este

desplazamientopuedeexplicar,al menosen parte,el aumentode la amplitud de la corriente

HEROqueproducenel E-3 174, el eprosartány elcandesartán.Sin embargo,estedesplazamiento

tambiénseobservóenpresenciadellosartán,apesardequeestefármacono aumentólacorriente

HERO apotencialesnegativos.El desplazamientodel puntomedio de la curvadeactivación

sugiereque estosfármacosestánmodificandola dependenciade voltaje y de tiempo de las

transicionesentrelos distintosestadosdelcanal,esdecir,modificanel “gating” de los canales

HERO.Sin embargoy al igual quehabíasido descritocon ladofetilidao la azimilida,ninguno

de los cuatrofármacosensayadosmodificó lacinéticade ladeactivacióndela corrienteHERO

(Snydersy Chaudhary,1996; Buschy cols., 1998).Estehechosugierequela disociacióndel

fármacode suuniónal receptorsehacemuylentamenteconlo queel cierredelcanalseproduce

sin que la disociaciónsehayacompletado,o porel contrario,que el fármacosedisociamuy

rápidamente,antesde queseproduzcael cierredel canal.

III. Efectosdel losartán y E-3174sobrela corriente ‘K registrada en miocitos ventriculares

de cobayo.

Los efectosmásllamativossobrelacorrienteHEROfueronlosproducidosporel losartán

y el E-3174, por lo tantoy paraconfirmarestosresultadosen unacorrientenativa,estudiamos

los efectosdeestosdosfármacossobrela comente‘K en miocitosventricularesde cobayo.
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Al inicio de la décadade los 90, Sanguinettiy Jurkiewiczdescribieronqueen miocitos

ventricularesy auricularesde cobayolacorrientede K~ rectificadoratardía(IK) erael resultado

dela activaciónde doscorrientesindependientes(Sanguinettiy Jurkiewicz,1990a,1991).Una

de ellasseactivabamásrapidamente(‘Kr), presentabaunamarcadarectificacióninterna,era

sensiblea La3’ y a fármacosantiarrímicosdel grupo III como el E-4031 o la dofetilida

(Carmeliet, 1992;Jurkiewiczy Sanguinetti,1993 Sanguinettiy Jurkiewicz,1990a,b;Delpóny

cols., 1995).Laotra(JKS) seactivabade formamáslentay apotencialesmáspositivosquela ‘Kr

erainsensibleaLa3~y E-4031 y no presentabarectificacióninterna(Sanguinettiy Jurkiewicz,

1990a;Delpóny cols., 1995).En 1996,sedescribióqueen ventrículohumanola corrientede 10

rectificadoratardíatambiénerael resultadode la activaciónde estasdoscorrientes(Li y cols.,

1996).Porello, el cobayoconstituyeun buenmodeloexperimentalparaestudiarlos efectosde

los fármacossobrela repolarizacióndelpotencialde acciónventricular.

EnlapresenteTesisDoctoralhemosestudiadolos efectosdel losartány delE-3174sobre

la corriente‘K registradaen miocitosventricularesde cobayoperfundidosconuna solución

externaque conteníaCoCí
2 y TTX parainhibir las corrientesde entradade Ca

2~y de Na’,

respectivamente.En estascondiciones,el losartáninhibió tanto la corrientemáximadesalidade

comola corrientede cierreobtenidaal repolarizarlamembrana.El bloqueoaparecíade forma

muy rápida(en el primersegundo),alcanzabavaloresestablesy no aumentabaalproducirsela

activacióntotal de la corriente,lo quepodríaexplicarel hechode que elbloqueoproducidopor

el losartánno fuesevoltaje-dependiente.Porsu parte,el E-3174aumentóla amplitud de la

comente‘K de forma transitoria.Sin embargo,transcurridosunos10 ó 15 minutosdesdeel inicio

de la perfusión,el fármacodisminuyólaamplitudmáximade la corrientedesalidade K4 sin

modificar la corrientede cierre, lo que sugeríala posibilidad de que el E-3174 estuviera

produciendoefectosdiferentessobrecadauno de los componentesde la ‘K (IKr, ‘Ks) Esta

afirmaciónesconsecuenciadela marcadarectificacióninternaquepresentala ‘LCr’ quehaceque

determinefundamentalmentela amplitudde las corrientesde cierreal repolarizartrasaplicar

pulsosa potencialespositivosmientrasque apenasparticipe en la amplitudde la corriente

máximageneradacondichopulso.

Quisimosestudiarlos efectosdel E-3174 sobrelacorriente‘Kr y paraello utilizamosun

protocoloexperimentalque permitedisecaríade la ‘Ks’ en función de surápidacinéticade

205



Discusión

activacióny sumarcadarectificacióninterna.El protocolo,descritopreviamenteporCarmeliet

(1992),consistíaen aplicarunpulsodespolarizantehasta+50mV que activabala corrientede

salidaIK; posteriormente,serepolarizabahastaO mV duranteun tiempoprolongado(10s)con

lo que sedeactivabacompletamentela ‘Ks’ permaneciendoactivadala ‘Kr y, finalmente, se

hiperpolarizabala membranahasta-50 mV, obteniéndoseuna corrientede cierre debida

exclusivamenteala deactivaciónde la ‘Ki-~ Los resultadosobtenidosenestascondicionesparecen

indicar que el losartáninhibió los dos componentesde la comente‘K’ tanto ‘LCr como ‘Ks’

mientrasqueel E-3174 aumentóla ‘Kr e inhibió la ‘Ks~

IV. Efectos de losartán, E-3174, eprosartán y candesartán sobre las corrientes ‘Ks y

KvLQT1 + minK

La corriente1Ks intervieneen las fases2 y 3 del potencialde accióncardiaco,porlo que

juegaunpapelfundamentalen la repolarizacióny en el controlde la duracióndelpotencialde

accióncardiacohumanosobretodo a frecuenciascardíacasrápidas(Sanguinettiy Jurkiewicz,

1990a,b).Paraestudiarlos efectossobrela corriente‘Ks en miocitosventricularesde cobayo,

añadimosa la soluciónexternaLaCi
3 que esun bloqueanteselectivode la ‘Kr (Sanguinettiy

Jurkiewicz, 1990b;Delpón y cois., 1995). En estascondicionesexperimentales,el losartán

inhibió tanto la corriente máxima de salida de K~ como la corriente de cierre,

independientementedel potencialde membrana,es decir, que produjo un bloqueovoltaje-

independientede la
1Ks• Al igual quesucediócon la 1K’ el análisisde lacinéticade aparicióndel

bloqueodemostrabaqueésteaparecíade formamuy rápida,antesinclusode queseprodujese

la aperturade los canales.Estarapidezen la aparicióndel bloqueoproducidoporel losartán

podríasugerirlaposibilidadde queel fármacoseestabauniendoal canalcuandoéstetransitaba

atravésde estadosconformacionalesintermediosentreel estadocenadoy el abierto.Un fármaco

quepresentaraafinidadselectivaporel estadoabiertodel canal,produciriaun mayorgradode

bloqueoapotencialesde membranadespolarizados,en los que el canalpredominaraen este

estado.Sin embargo,el hechode queel bloqueode los canalesKs inducidoporel losartánno

seavoltaje-dependienteparececonfirmarlahipótesisde queseestáuniendoal canalantesde que

éstealcancesu estadoabierto.Esta es la hipótesisempleadaparaexplicar los efectosde la
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propafenonasobrela corriente‘Ks’ fármacoqueproducíaunainhibición de la corrientevoltaje-

independienteque tambiénaparecíade formamuy rápida(tbloqueo = 430 ms) (Delpóny cols.,

1995).Denuestrosresultadossepuedeconcluirqueel bloqueodela 1Ks producidoporel losartán

(18.4%)tendrárelevanciaa las concentracionesquese alcanzancuandoel fármacoseutiliza en

terapéutica,cosaque no ocurrecon fármacosantiarrítmicoscomo la flecainida,quinidina o

propafenona(Folimery Colatsky,1990; Baisery cols., 1991;Deipóny cois., 1995)que inhiben

la 1Ks aconcentracionessuperioresa lasdesurangoterapéutico.Dehecho,lapropafenonareduce

la ‘Ks un 30% aconcentracionesaproximadamente5 vecessuperioresa las que sealcanzanen

el piasma,cuandose administraa dosis terapéuticas. Además,el losartán,al igual que la

propafenona,tampocomodificó el cursotemporalde lascorrientesde cierre, lo quesugiereque

ladisociacióndel fármacode suunión al receptorserealizamuy lentamentey queel cierredel

canalserealizasin quela disociaciónsehayaproducidocompletamente,o porel contrario,que

el fármacosedisociamuyrápido,antesde queseproduzcael cierredel canal.Porsuparte,el

E-3174 sí produjo un efecto voltaje-dependientesobrela 1Ks’ de tal forma que aumentóla

comentemáximaa potencialesnegativos,mientrasqueapotencialesmáspositivos la inhibió

ligeramente.En el casodel E-3174, dado que los discretosefectosbloqueantessobrela 1Ks

aparecena potencialesde membranamuy positivos(+50/+70mV), que no se alcanzanen

condicionesfisiológicasen el miocardiohumano,parecepocoprobablequeproduzcaefectos

relevantesen la repolarizacióncardíaca.Además,el E-3174 no modificó ni la amplitudni el

cursotemporaldelas corrientesde cierre.Porotraparte,tanto el losartáncomo sumetabolito

modificaronladependenciade voltaje de la activaciónde los canalesKs. De tal modoque, en

presenciadel losartánseprodujoun aumentoen lapendientede la curvade activación,lo que

pareceindicarque el losartánmodifica la dependenciade voltajede las transicionesentrelos

distintosestadosdel canal.Por su parte,el E-3174 desplazóel punto medio de la curva de

activaciónhacia valores de potencial más negativos.Este desplazamientopuedeser el

responsabledel aumentoen la amplitudde lacorrienteproducidoporel E-3174 apotenciales

negativos.

En un intentodeanalizarsi estamodificaciónde la corriente1Ks eraun efectode clase,

estudiamoslos efectosde otros dos antagonistasde los receptoresATí de angiotensinaII,

eprosartány candesartán,sobrelacorrientegeneradapor los canalesKvLQTI + minK.
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En un principio, seconsideróquela expresiónde la subunidadminK erasuficientepara

formarlos canalesresponsablesde la corriente1Ks’ yaqueal expresarel genminiK o KCNE1 en

oocitos deXenopusseregistrabaunacorrientede similarescaracterísticasa las observadasen

la 1Ks cardíacahumana.Sin embargo,en 1996sedescribióque lacorriente1Ks erael resultado

de la coexpresiónde los genesKvLQTl y minK y que en oocitoslo que sucedíaeraque la

subunidadminK seensamblabaconunasubunidadKvLQT1 endógena(Barhaniny cols., 1996;

Sanguinettiy cols., 1996b).Además,seha descritoque mutacionesen los genesKvLQT1 y

minK sonresponsablesde los genotipos1 (LQTl) y 5 (LQT5), respectivamente,del síndrome

de QT largocongénitode Romano-Ward(Wangy cols., 1996;Yangy cols., 1997;Neyroudy

cols., 1999;Wangy cols., 1999).Pararegistrarlacorrientede 10 generadaatravésdelos canales

KvLQTI + minK, transfectábamosde formatransitorialos genesquecodificanla expresiónde

estoscanalesen célulasCHO. Tras aplicarpulsosde 2 s de duracióndesdeel potencialde

fijación hastadistintospotencialesentre+60 y -40 mV, obteníamosunacorrientede salidade

K~ voltaje-dependiente,de granamplitud y con unacinéticade activaciónlenta(noalcanzaba

saturaciónen el rangodepotencialesestudiado).Estascaracterísticascinéticasy dependientes

de voltajecoincidíancon las descritascon anterioridadparaestacorrienteenéstey en otros

sistemasde expresión(Barhaniny cols., 1996; Sanguinettiy cols., 1996b). El eprosartán

aumentabala corrientealinicio de la perfusión;sin embargo,pasadosunos10 minutos,la inhibía

ligeramente.Por el contrario, el candesartánprodujo un bloqueo mayor, que aparecía

rápidamentey queno fue precedidode un aumentoinicial en la amplitudde la ‘Ks~ Además,

ninguno de los dos fármacosmodificó la cinéticade deactivaciónde la corriente.Estehecho

pareceindicar quela disociacióndel fármacode suunión al receptorsehacemuy lentamentey

queel cierredelcanalserealizasin queladisociaciónsehayaproducidocompletamente,o por

el contrario,queel fármacosedisociamuy rápidamente,antesde queseproduzcael cierredel

canal.El candesartántambiénresultóel fármacomáspotentede los cuatrofármacosensayados

enestaTesisDoctoral,presentandounaDE
50de 0.2 gM. La comparacióncon otros fármacos

bloqueantesde estacorrientenospermitiócomprobarqueel candesartánpresentaunapotencia

similara ladel cromanol(1 ¡.iM) queesun bloqueanteselectivode estacorriente,sin embargo,

esmáspotentequeazimilida(5 ~iM),clofilio (30¡M inhibe el 21%),propafenona(5 gM inhibe

el 30%),quinidina(10gM inhibeel 38%)o indapamida(100~tM)(Boschy cols., 1998;Busch
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y cols., 1994; Yangy cols., 1997; Delpóny cols., 1995; Balsery cols., 1991; Boschy cols.,

1996; Turgeony cols.,1994).Esteefectotanmarcadodel losartány candesartánsobrela 1Ks a

concentracionesterapéuticas,podríatenerrelevanciasobrela repolarizacióncardíaca,sobretodo

afrecuenciasrápidas.

V. Efectosdel eprosartán y del candesartánsobre la corriente Kv4.3.

La expresióndelgenKv4.3 encélulasCHOpermiteregistrarunacorrientede salidade

queseactivae inactivamuy rápidamente.Suscaracterísticasvoltaje-y tiempo-dependientes

coincidentantocon las descritaspreviamentetantoparala corrienteKv4.3 expresadaen células

LtlC (Franquezay cols., 1999)comoparala corrientenativa~ (Escandey cols., 1982; Shibata

y cols., 1989).El candesartánaumentóla amplitudde la corrienteKv4.3 apotencialesnegativos,

mientrasqueenpresenciadeleprosartánno seobservóesteefecto.A potencialespositivos,tanto

el candesartáncomoel eprosartáninhibieronla corriente.El porcentajede bloqueoobtenidoa

estosvaloresde potencialnospermitiócalcularel valor de la DE
50paracadauno de los dos

fármacos,quefue de 0.47±0.1y 4.3±0.7jiM parael candesartány eprosartán,respectivamente;

esdecir,queel candesartánresultóserunas9 vecesmáspotentequeel eprosartánparabloquear

los canalesKv4.3. Cuando comparamosestosvalores de DE50 con los de otros fármacos

cardioactivoscomprobamosque el candesartáneramáspotenteque la quinidina (3-10 jM),

flecainida(3.3 ¡.iM), propafenona(3.9 jM), tedisamil(4 ~iM)y 4-AP (1.9mM) y bupivacaina

(22 ~M) y tanpotentecomoel clofihio (0.5 kiM) (Imaizumiy Oiles; 1987; Castley cols., 1990;

Dukesy cols, 1990;Wangy cols., 1993;1995c).Porsuparte,el eprosartánsólo resultósermás

potenteparabloquearlas corrientesKv4.3 quelabupivacaina.La inhibición selectivade la
1toí

no producemodificacionesen laduracióndelpotencialde accióncardíaco.Ello parecedeberse

aque comoconsecuenciadel bloqueoseproduceun desplazamientode la fase2 delpotencial

deacciónhaciavaloresmáspositivos,lo queacelerala inactivaciónde la 1Ca,Ly produceuna

activaciónmásrápiday completade las corrientesde salidade K+ rectificadorastardíasquese

activanmáslentamente,‘Kr e ‘Ks (Courtemanchey cols., 1999).El análisisde la dependenciade

voltajedel bloqueoproducidopor ambosfármacosparecesugerirlaposibilidadde queseestén

uniendoal estadoabiertodel canal,yaque elbloqueoaumentaen el rangodepotencialesen el
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queseproducela aperturadelmismo,alcanzandounvalor máximo de bloqueoapotenciales

próximosa O mV. En amboscasos,al igual que ocurríacon el bloqueoproducidoporestos

fármacossobrela corrientehKvl.5, amedidaqueel potencialde membranaalcanzabavalores

máspositivos el bloqueodisminuíade formavoltaje-dependiente;estehallazgosugiere,de

nuevo, que el campo eléctricotransmembranainteraccionacon la forma aniónicade estos

fármacos.Tanto el candesartáncomo el eprosartánaceleraronligeramentela cinética de

inactivaciónde la corrienteKv4.3, aunqueestaaceleraciónno alcanzósignificaciónestadística.

El hechode que un fármaco acelerela cinéticadel procesode inactivaciónde la corriente

pareceríaconfirmarlahipótesisde queseestaríauniendoal estadoabiertodel canal,siendola

constantede tiempode inactivaciónen presenciade fármacola constantedetiempo de aparición

del bloqueo (Delpón y cols., 1993; Franquezay cols., 1999). Finalmente, candesartány

eprosartántampocomodificaronla dependenciade voltajedel procesode inactivación,ya que

los valoresde Eh y k delas curvasde inactivaciónobtenidasen presenciadelfármacono fueron

diferentesde los obtenidosen situacióncontrol.

VI. Efectos dcl losartán y del E-3174 sobre los potencialesde acción registrados en

músculospapilares de cobayo.

Paraintentarcorrelacionarlos efectosobservadoscon los antagonistasde los receptores

ATI de la angiotensinaII con posiblesmodificacionesen la duracióndel potencialde acción

cardiaco,estudiamoslos efectosdel losartány sumetabolitosobrelos potencialesde acciónNa-

dependientes,registradosenmúsculospapilaresdecobayoperfundidosconunasoluciónexterna

queconteníaCoCí2ó CoCí2+ LaCl3, paraimitar las condicionesutilizadasenel registrode la

corriente‘K enmiocitos ventricularesde cobayo.En presenciade CoCí2 , ni el losartánni su

metabolitomodificaronni el potencialde reposoni la amplituddelpotencialde acción.Estos

hallazgos,confirmabanqueel losartáno su metabolitono deprimíanla ‘Na encélulasmusculares

ventriculares.Sin embargo,en estascondiciones,ambosfármacosprolongaronla DPA9Q, si bien

sólo el losartánprolongóla DPA5Q. Sin embargo,enpresenciade LaCl3, esdecir,cuandola
1Kr

seencuentrabloqueada,el losartánno modificabani la DPA
50ni la DPA90, mientrasqueel E-

3174 acortabala DPA50. Estosresultadossugierenque el bloqueode la I~ producidoporel
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losartánes el responsablede la prolongaciónde la DPA que ésteproduce,es decir, que

presentaríaefectosantiarrítmicosde claseIII porun mecanismoidénticoal de la dofetilidao el

d-sotalol. Porel contrario,el bloqueode la ‘Rs no parecetenerrelevanciaa la frecuenciade 1 Hz,

ya queenpresenciadeLa3 el losartánno produjoningunamodificación.Sin embargo,dadoque

el papelde la ‘Rs aumentaal incrementarla frecuenciade estimulación,sepuedeespecularque,

probablementelaprolongaciónde laDPA secundariaalbloqueode la 1Ks sólo seríaaparentea

frecuenciascardíacas.Sin embargo,habría que considerarque el metabolitopareceestar

modificandootracorrienteimplicadaenla repolarización,yaqueprodujoelacortamientode la

DPA aúncuandola 1Kr estabainhibidaporel La3~, por lo que esdificil predecirel efectoneto

cuandoambosfármacosactúansimultáneamente.

VII. Posiblesimplicacionesclínicas.

Desdeun puntodevista teórico,los fármacosantagonistasde los receptoresATí deben

protegerfrente a las accionesproarrítmicasde la angiotensinaII. Es conocidoque, como

consecuenciadesuefectoinotrópicoy cronotrópicopositivoy de la vasoconstriccióncoronaria

queproduce,la angiotensinaII puedeinduciro agravarlos episodiosisquémieosoriginando,por

tanto,alteracionesdelritmo cardíaco(Ikram, 1996).Másaún,la angiotensinaII vaaaumentar

el tono simpático,estimularla liberaciónde endotelina(unimportantevasoconstrictorcoronario)

y de citoquinas,todo lo cualvaatendera exacerbarla isquemiay los efectosproarritmogénicos

antesmencionados(Ikram, 1996).Comosehadescritopreviamenteen estaTesisDoctoral, la

angiotensinaII producemodificacionesenla actividadeléctricacardíaca,comoconsecuenciadel

aumentode las corrientesde Na(Nilius y cols., 1989),Ca(Alíeny cols., 1988)y CV (Montay

cols., 1995),asícomode la IKr(Daleauy Turgeon,1994). Porel contrario,sehadescritoque

disminuye la ‘Ks y que producemodificacionescinéticasde la ‘tol (Yu y cols., 1997). La

consecuenciaprevisibledetodo ello es claramenteproarritmogénica,puestoque seriade esperar

un acortamientode la DPA y, porconsiguiente,delperíodorefractarioefectivoventricular.De

hecho,entirasmuscularesventricularesde rata,sehademostradoque la angiotensinaII acelera

la repolarizacióny disminuyela refractariedad(Ikram, 1996).Enotrasespeciesanimales,como

en el cerdo,la angiotensinaII producelos mismosefectosproarrítmicosy enambosmodelos
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experimentales,el tratamiento con el losartán disminuía la inducibilidad de arritmias

ventriculares(De Mello y Crespo,1995;DeLangeny cols.,1989).Porúltimo, debemosdestacar

quela angiotensinaII modifica,también,las propiedadespasivasdelmiocardio,produciendoun

desacoplamientoeléctricoentremiocitos, lo cualfavorecela apariciónde arritmiasporreentrada,

efectoquetambiéneracontrarrestadoporel losartán(DeMello, 1996).

De todo lo previamenteexpuesto,seinfiere que no era de extrañar la disminución de la

mortalidadsúbitacardíacay de la dispersióndel intérvalo QTc del ECO observadaen los

pacientes,con insuficienciacardíaca,incluidos en el estudiomulticéntricoELITE 1 tratadoscon

el losartán(Pitt y cols., 1997).Lo queresultabasorprendenteesqueestosefectos,si erandebidos

al bloqueode lasaccionesproarrítmicasde la angiotensinaII, no seobservarancon el captoprilo,

un inhibidorde la ECA. Estosresultadosparecíanindicarqueel losartánejercíaefectosdirectos,

posiblemente,sobrela actividadeléctricacardiacaqueno presentabael captoprilo.

Másrecientemente,sehademostradoqueel E-3 174, perono el losartánni el captoprilo,

disminuíala incidenciade arritmiasventricularesenun modelo experimentalde arritmiasen

perroscon infarto demiocardioprevio(Lynchy cols., 1999).Sin embargo,enel momentoactual

no disponemosde datosacercadeposiblesefectosdirectossobreel potencialde accióncardíaco

de los otros dos fármacosobjeto de estudioen la presenteTesisDoctoral,el eprosartány el

candesartán.

Las propiedadeseléctricas de los tejidos auricular y ventricular humanos son

notablementediferentes.De hecho,en el tejido ventricularestáausentela 1Kur’ queparticipaen

granmedidaen el controlde la repolarizaciónde todaslascélulasauriculareshumanas(Wang

y cols., 1993). Más aún, se ha demostrado que existe una notable heterogeneidad

electrofisiológicaentredistintasregionesdel tejido auriculary diferenciastransmuralesen el

ventricular(Antzelevitchy cols., 1991). Sabemosque estasdiferenciaselectrofisiológicasse

deben,asuvez, adiferenciasenla densidadde canalesiónicos,enparticularlos quegeneranlas

comentes‘tol’ ‘Kr e 1Ks• Dadoslos complejosefectos(aumento/inhibición)voltaje-,frecuencia-

y tiempo-dependientesqueproducenestosfármacossobrelas cuatrocorrientesensayadas,no

es fácil predecirsus accionessobreun miocardio, con la complicaciónadicionalde que éste

presentapropiedadesheterogéneas.

Conceptualmente,resultaexcitantequeel únicofármacoqueaumentade formamarcada
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la 1Kr y bloqueade forma frecuencia-dependientela 1 ~~el E-3174, esel que mejor perfil

antiarrítmicopresentaen modelosanimales(Lynch y cols., 1999). De hecho y, dadasu

prolongadavida media,podríaserresponsablede los efectosobservadosconel losartánenel

estudioELITE 1. Desdeestepuntode vista,habríaquerecordarquelos fármacosquebloquean

selectivamentela ‘Kr adolecendel defectode prolongarexcesivamentela DPA a frecuencias

lentas(en ritmo sinusalo duranteunabradicardia),sin modificarla cuandosenecesitaesta

protección,esdecir,durantela taquicardia,favoreciendola apariciónde arritmiasventriculares

(Torsadesdepointes) (Roden, 1988; Tamargo,2000a). Más aún, se ha propuestoque los

bloqueantesde la ‘Kur seríaneficaces

antiarrítmicosa nivel auricular, y el E-3174 ha demostradoproducir un marcadobloqueo

frecuencia-dependientede estacomente.

Conrespectoaeprosartány candesartán,debemosdestacarqueambosproducenun efecto

bifásicosobrela corrienteHERO; esdecir,la aumentano labloqueandependiendodelpotencial

de membrana.Dehecho,a los potencialesa los que fisiológicamentepodemosencontrarlas

célulascardíacas,predominaráel aumentode la corrienteHERO. El efecto global sobrela

repolarizacióncardíacahumanadeberáserevaluadoen ensayosclínicoscontrolados,peroes

posibleque al no exhibir accionesmeramenteinhibitorias, presentenmejor perfil que, por

ejemplo,el losartán.Ambosinhibende formafreecuencia-dependientela 1Kur y bloqueanla 1to

y dado que ambassegenerananiveles de potencialde membranaalos cualesunapequeña

modificaciónen la conductanciade lamembranaproducecambiosnotablesen la DPA, esde

esperarqueprolonguenla DPA auricular.Porúltimo, esimportantedestacarunacaracterística

quediferenciaal candesartánde los otros tresfármacos:sumarcadobloqueode la 1Ks• Seha

mencionadoen estaTesisDoctoralquela ‘Ks detenninala DPA afrecuenciascardíacasrápidas,

mientrasque apenasparticipa en su control a frecuenciasinusal. De ello se deduceque

posiblementeel candesartánproduciráunabeneficiosaprolongaciónfrecuencia-dependientede

la DPA cardíacahumanadurantela taquicardia,lo que podríaconstituirun potencialefecto

antiarritmico.Estehecho,deberáserdemostradoen ensayosclínicosqueactualmenteserealizan

en pacientescon riesgo de presentararritmias cardíacas(p. ej. el estudio CHARM)

(Willenheimery cols., 1999).
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EnlapresenteTesisDoctoral,hemosestudiadolos efectosdel losartán,sumetabolito(E-

3174),eprosartány candesartánsobrelascorrientesdesalidade K~ atravésde canalescardíacos

donadoshumanoshKvl.5, HERO, KvLQT1+minK y Kv4.3. Tambiénhemosestudiadolos

efectosdel losartány sumetabolitosobrelas corrientesnativasde cobayo‘K e 1Ks’ asícomo sus

efectossobrelas característicasde los potencialesde acciónen músculospapilaresde cobayo.

De los resultadosobtenidospodemosconcluir:

1. Losartán,E-3174, eprosartány candesartán,a concentracionesdentrodelrangoterapéutico,

producenunbloqueofrecuencia-y voltaje-dependientede los canaleshiKvl.5, siendoelorden

de potenciaparaesteefecto:candesartán> E-3174>eprosartán>losartán.Lascaracterísticas

cinéticasy dependientesdevoltajedel bloqueoindicanquelos cuatrofármacosseunenal canal

preferentementecuandoésteseencuentraen estadoabierto.

2. Losartán,E-3174, eprosartány candesartánmodifican la dependenciade voltaje de los

mecanismosde aperturadel canalbiKvl.5, produciéndoseen su presenciaa potencialesde

membranamásnegativosy no alcanzandosaturaciónapotencialesdemembranapositivos.Este

efectoesresponsablede un aumentode la amplitudde la corrientegeneradaa potencialesde

membranacomprendidosentre-30y -10 mV quetodosestosfármacosproducen.Sólo losartán

y E-3174 aumentande forma transitoria la amplitud de la corriente hKvl .5 generadaa

potencialesde membranapositivos,un efectono atribuibleal desplazamientode la curva de

activacióny queconfirmala profundamodificaciónqueproducenen los mecanismosde apertura

delcanal.

3. La supresióndel desbloqueovoltaje-dependientey los efectosque producensobre la

dependenciade voltaje de la activación de la corrientecuandosereducela concentración

intracelularde I<I~ indicanqueestoscuatroantagonistasde los receptoresATí bloqueanel canal

hKvl.5 uniéndoseaun “sitio recepto?’localizadoen la caraextracelularde labocadelmismo..

4. Losartán,E-3174, eprosartány candesartán,aconcentracionesdentrodel rangoterapéutico,

bloqueanlos canalesHEROapotencialesde membranapositivosa O mV, siendoel ordende
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potenciaparaesteefecto:candesartán>losartán> E-3174>eprosartán.Simultáneamente,E-

3174, eprosartány candesartán,pero no el losartán,aumentanla amplitud de las corrientes

HEROapotencialesdemembrananegativos,siendoel E-3174 el máspotenteparaproducireste

efecto. Tantoel aumentoinducidoporel E-3174, comoel bloqueoproducidopor el losartán

sobrela corrienteHERO seconfirmaroncuandose estudiaronsus efectossobrela corriente

nativa(‘Kr) en miocitosventricularesde cobayo.

5. Losartán,E-3174, eprosartány candesartánmodifican la dependenciade voltaje de los

mecanismosde aperturadelcanalHEROdesplazandolas curvasde activaciónde estoscanales

haciapotencialesdemembranamásnegativos.

6. Candesartán,aconcentracionesdentrodelrangoterapéutico,produceunamarcadainhibición

de la corrienteKvLQT 1 +minK. Estebloqueono seacompañade ningúnefectosobrela cinética

de activación o deactivaciónde la corriente.Por el contrario,eprosartánaumentade forma

transitoriala amplitudde la corrienteKvLQT1+minK apotencialesde membranaalos quela

curva de activación ha alcanzadosaturación,indicando que modifica marcadamentelos

mecanismosde aperturadelcanal.Posteriormente,produceun discretobloqueode los canales

KvLQT1+miniK, siendo veinte vecesmenospotenteque el candesartánpara esteefecto.

Losartán,perono sumetabolitoel E-3174, inhibe la corrientenativa‘Ks registradaenmiocitos

ventricularesdecobayo.

7. Candesartány eprosartán,aconcentracionesdentrodelrangoterapéutico,bloqueanlos canales

Kv4.3 siendoel candesartán,de nuevo,el fármacomáspotente.Sin embargo,ningunode los dos

fármacosalterabalas propiedadesvoltaje-y tiempo-dependientesde la corriente.

8. Los efectosbloqueantesde losartány E-3174 sobrelas corrientes1Kr e ‘Ks sonresponsables

de laprolongaciónde la duracióndel potencialde acciónen músculospapilaresde cobayo.
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