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Introduccion

1 INTRODUCCION

1.1 CANALES IONICOS

1.1.1 Caracteristicas generales

Los canales idnicos son una clase ubicua de proteinas integrales de la membrana
celular que forman poros hidréfilos a través de los cuales se produce el flujo de iones a
favor de su gradiente electroquimico. Los canales i6nicos participan en un gran
nimero de procesos fisiolégicos fundamentales, ya que permiten cambios rapidos vy
selectivos en la permeabilidad de la membrana, como los que se producen por
ejemplo durante la transduccién sensorial, la generacién y propagacion del potencial
de accidn, la contracciéon muscular o la transmision sinaptica.

Los canales iénicos estan presentes en todas las células y tienen una distribucién y
densidad variable segun el tipo celular. Son proteinas dinamicas que pueden oscilar de
forma rapida entre distintos estados conformacionales, un fendmeno conocido como
“gating” del canal [figura 1]. En el estado de reposo el canal esta cerrado, no
permitiendo que los iones fluyan de un lado a otro de la membrana, pero en este
estado es susceptible de ser abierto. El estado activo del canal permite el flujo de
iones a su través ya que el canal se abre. Por Ultimo, en el estado inactivo el canal
también esta cerrado y por lo tanto no conduce.

Activo Inactivo o reposo

Figura 1. Esquema de los estados conformacionales o “gating” del canal idnico. El canal iénico
tiene diferentes estados conformacionales. En el estado activo el canal estd abierto y por lo tanto
conduce iones a su través. En los estados inactivo y reposo el canal se encuentra cerrado blogqueando asfi
el flujo de iones. (Modificada de Whizar-Lugo et &l.).
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Existe un equilibrio entre estos estados conformacionales, determinados por la
cantidad de corriente que fluye a través de la membrana en funcién del tiempo. Este
equilibrio puede verse influenciado por factores como el gradiente eléctrico
transmembrana, Ila wunién de ligandos (extracelulares o intracelulares) o
modificaciones covalentes del canal por fosforilacion u otros mecanismos. En lineas
generales, en funciéon del mecanismo que determina la transicion entre abierto y
cerrado de los canales, éstos se pueden clasificar en dos grandes grupos: los canales
regulados por ligando (acetilcolina, ATP,...) y los regulados por cambios en el potencial
de membrana.

Todos los canales son fundamentalmente permeables al i6n que les da nombre, pero
ninguno es absolutamente especifico. El canal es permeable en funcion de cual sea el
tamano y las propiedades fisico-quimicas del ién, de tal manera que la estructura del
poro esta adaptada para la conduccion de un determinado ién.

Dentro de la familia de los canales dependientes de voltaje, todos ellos tienen una
estructura general conservada en la que se pueden distinguir una serie de elementos:
el filtro de selectividad, el sensor de voltaje, las compuertas de “gating” y los lugares
de unién a moduladores [figura 2].

dominio de union

Filtre
selectivo

Figura 2. Esquema de la estructura general de los canales dependientes de voltaje. Los canales
dependientes de voltaje presentan varios elementos en comun, como son el filtro de selectividad, el
sensor de voltaje, las compuertas de “gating” y los dominios de unién a moduladores. (Tomada de
http://fisicogpotmem.blogspot.com).

Como su propio nombre indica, en los canales dependientes de voltaje la apertura, el
cierre o la inactivacidon estan determinados por cambios en el voltaje del potencial de
membrana. Esta dependencia esta determinada por la presencia del sensor de voltaje
que detecta los cambios que se producen en el potencial de la membrana y los

10
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traduce en un cambio conformacional que mueve las compuertas de activacion e
inactivacién, que abren y cierran el canal afectando asi al paso de iones a través del
poro. Asi, a potenciales hiperpolarizados los canales se encuentran preferentemente
en el estado de reposo, en el cual no hay flujo de iones a través del canal. Al
despolarizarse la membrana, el equilibrio se desplaza hacia el estado abierto, de
forma que los canales pasan mas tiempo abiertos, aumentando el flujo de iones a su
través. En algunos casos, aun cuando la membrana permanece despolarizada, los
canales estan en un estado conformacional inactivo, distinto al de reposo, pero
indistinguible desde el punto de vista de la permisividad al paso de iones. En el estado
inactivo el canal no conduce ya que la compuerta de inactivacién esta cerrada. Una
vez que el canal alcanza el estado inactivo es necesaria su reactivacién para poder
responder al siguiente estimulo.

La selectividad idnica depende de la estructura del poro, y mas especificamente del
filtro de selectividad. ElI didmetro del poro es mucho mayor que el tamafo del ién en
practicamente toda su longitud, pero se estrecha hasta dimensiones atémicas al llegar
al filtro de selectividad, donde se establece la selectividad del canal para un ién u otro.
Cuando el canal esta abierto, el ién entra por la boca del poro e interacciona con el
filtro de selectividad. Esta interaccién es fuerte pero no covalente y permite la
identificacién del i6n. Una vez que el i6n ha sido identificado pierde las moléculas de
agua que lo hidratan y pasa a través del poro al otro lado de la membrana tille- 20011,

1.1.2 Canales de potasio dependientes de voltaje

Los canales de K* estan formados por subunidades principales, las subunidades a, y
por subunidades accesorias [figura 3]. La subunidad a de estos canales es una
proteina multimérica. Es decir, esta subunidad principal no es suficiente para formar
un poro a través del cual pasen los iones, por lo que deben asociarse varias
subunidades para que el canal sea funcional. En cuanto a las subunidades accesorias,
éstas pueden ser citoplasmaticas, extracelulares o transmembranales y su funcién es
la de modular las propiedades de la subunidad principal.

11
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Figura 3. Estructura molecular de los canales de K* dependientes de voltaje. Panel superior:
vista lateral de una subunidad a compuesta por 6 segmentos transmembrana (izquierda) y vista superior
de un canal K, en su estado funcional, compuesto por 4 subunidades a (derecha). (Tomada de Alday,
2009). Panel inferior: los tetrdmeros pueden estar acompafados de distintas subunidades accesorias o
sustancias reguladoras como las proteinas yotiao o KCNE1 o el cAMP (Tomada de Woodcock et &l., 2009).

La estructura basica y compartida por todos los canales de K" esta formada por 2
dominios transmembrana (2TM) conectados por una regidn bucle que entra y sale de
la bicapa lipidica por el lado exterior de la membrana plasmatica. Este bucle, llamado
dominio P, forma parte esencial del poro del canal y tienen una secuencia de
aminoacidos altamente conservada: TXXTXG(Y/F)G (X es cualquier aminoacido). Esta
secuencia constituye parte esencial del filtro de selectividad del canal.

Una manera de clasificar los canales de K* es en funciéon de la estructura de sus
subunidades a, ya que pueden presentar combinaciones muy diversas. Cada uno de
los grupos comprende una familia discreta de proteinas, en base a la identidad de
secuencia, y cada una de estas familias a su vez se divide en subfamilias. Esta
diversidad aumenta teniendo en cuenta su capacidad de formar estructuras
heterotetraméricas funcionales y de asociarse con subunidades accesorias.

El canal idnico que se estudia en el presente trabajo pertenece al grupo de canales
formados por 6 segmentos transmembrana. A continuacién se hace una pequefia
descripcion de las propiedades de esta familia.

12
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1.1.2.1 Subunidades a con seis segmentos transmembrana y un dominio
formador de poro (6TM1P)

La subunidad a esta constituida por 6 segmentos transmembrana S1, S2, S3, S4, S5 y
S6 con extremos amino- y carboxilo-terminal citoplasmaticos [figura 3, panel
superior]. Cada subunidad consta de dos mddulos funcionalmente distintos que son el
sensor de voltaje, en el que participan los segmentos S1-S4, y el poro del canal,
formado por los segmentos S5-56. El segmento S4 contiene residuos de arginina o
lisina cada tres posiciones y es el Unico dominio transmembrana que esta
positivamente cargado ™Me™ 2001 | 3 despolarizacion de la membrana causa un
movimiento de los residuos positivos del S4, y este movimiento de cargas a través del
campo eléctrico de la membrana media la apertura del canal. Por otra parte, el bucle
gue une los segmentos S5-S6 constituye la via de permeacién de iones, que contiene
el filtro de selectividad del canal.

Como se ha mencionado anteriormente, una Unica subunidad a no es suficiente para
constituir un poro, por lo que, para formar un canal de K* funcional tienen que
agruparse 4 subunidades a ®u% 19881 [figura 3]. Cuando las subunidades a son todas
iguales el canal es un homotetramero. Aunque a veces pueden formarse
homotetrameros, la mayoria de los canales de K* de las células excitables estan
formados por el ensamblaje de subunidades a diferentes y son por tanto

heterotetrdmeros [-ezdunski, 19921

Los canales de K* pertenecientes a esta clase estructural se clasifican en varias
subfamilias dependiendo de sus caracteristicas funcionales: Kv, KCNQ, EAG, KcGMP y
SK [Hille. 20011 "M3s adelante, se desarrollard en mayor profundidad las caracteristicas de
la familia EAG (ether-a-go-go gene), ya que el canal hERG pertenece a esta familia de
genes y es el que se estudia en este trabajo.

Este canal es el responsable de producir la corriente I, en miocitos cardiacos junto con
una subunidad accesoria todavia sin identificar. Algunos autores sugieren que
interacciona con la proteina MinK, mientras que otros apoyan la interaccién entre
hERG y MiRP1. Cuando se hace referencia a esta corriente en miocitos cardiacos se le
denomina corriente |, mientras que cuando se habla de ella en sistemas heterélogos
se hace referencia a la corriente hERG, ya que normalmente no se asocia a ninguna
proteina accesoria.
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1.1.2.1.1 Funcionamiento de los canales idnicos dependientes de voltaje

Conductancia iénica: el poro

Los canales ademas de una alta selectividad muestran una velocidad de permeacion
cercana a la difusién de los iones en solucién (10°10® por s). La velocidad y la
selectividad son cruciales para las funciones biolégicas de la célula. Los canales
forman poros de dimensiones definidas que son impermeables a los iones que
exceden las dimensiones de la parte mas estrecha.

Durante muchos afos se sabia que en el lazo reentrante que conforma el poro de los
canales de potasio, se encontraba una secuencia de aminoacidos altamente
conservada: TXXTXGYG (X es cualquier aminoacido), practicamente la totalidad de
canales de potasio comparten los uUltimos tres residuos GYG. Se consideraba que estos
tres residuos eran los responsables de la selectividad al potasio, formando el “filtro de
selectividad”, pero no existian pruebas que lo confirmaran. Cuando se obtuvo la
estructura del canal bacteriano KcsA [Povieetdh 1981 g desveld que el poro posee forma
de un cono invertido [figura 4A]. Desde el interior hacia el exterior celular se reconoce
un tdnel, seguido de un vestibulo més ancho y un conducto estrecho de ~12 A, a nivel
molecular este conducto lo conforman el esqueleto de carbonilos de la secuencia
TVGYG del lazo reentrante de cada subunidad [figura 4B].

Filtro de

, Hélice del . r .
poro - v o b=
. » t‘G ']
i 1
d » - \ A
© _¢&
-
- b o [ T

Figura 4. Estructura del canal KcsA y su filtro de selectividad. A La estructura del poro de KcsA
muestra sélo dos de las cuatro subunidades. Los lazos extendidos de las cuatro subunidades forman el
filtro de selectividad. Las bolas representan dos iones de K* y sus dos posibles posiciones. En el canal
cerrado las hélices S6 se cruzan impidiendo el flujo de iones. B Ampliacién del filtro de selectividad donde
se aprecia la secuencia TVGYG vy los sitios de coordinacién del K* (Tomada de Morais-Cabral et al., 2001).
C En la imagen se muestra la interaccién del K* deshidratado con los sitios de coordinacién en el filtro de
selectividad. En el vestibulo el K* vuelve a hidratarse por medio de ocho moléculas de agua. Los 4tomos
de oxigeno de los carbonilos cuando se coordinan con el K* forman la misma estructura que el agua con
el potasio hidratado. (Tomada de MacKinnon, 2004).
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El conducto, formado por el filtro de selectividad, es lo suficientemente estrecho como
para que un ién de potasio unido a moléculas de agua no lo atraviese, por lo que el ién
debe ser deshidratado. La disposicién de los oxigenos de los grupos carbonilos del
filtro de selectividad forma unos sitios de interaccién que favorece la deshidratacion
del potasio Merais-Cabral et &, 2001; zhou et &, 20011 " F| filtro de selectividad posee cuatro sitios de
unién a potasio P1:P4. Cada sitio de unidn contiene un nucleo de coordinaciéon formado
por ocho oxigenos que se orientan de manera similar a como lo hacen las moléculas
de agua que rodean al potasio hidratado [figura 4C]. De este modo, el potasio se
puede liberar de su capa de hidratacién y substituirla por un sitio de interaccién
ordenado. Se ha observado que los iones K* pasan en fila por el filtro, separados por
una molécula de agua, y sélo dos de los cuatro sitios de uniéon son ocupados al mismo
tiempo. Cuando el canal estd cerrado los iones K* se mueven de manera concertada
entre dos posiciones, P1 y P3 6 P2 y P4. Cuando el canal se abre entra un tercer ién,
se generan interacciones electrostaticas entre ellos y desestabiliza la unién de los K*
con los carbonilos del filtro, favoreciendo un paso mas rapido a través del canal v &
Mackinnon, 20031 hermitiendo que los iones fluyan en la direccion dictada por el gradiente
electroquimico. Tras pasar el filtro de selectividad, en el vestibulo el K* se rehidrata y
el ciclo se cierra.

Activacion de los canales

En la mayoria de los canales idnicos dependientes de voltaje la apertura de la
compuerta del poro estd acoplada alostéricamente al dominio sensor de voltaje M &
Catterall, 20041 'Djcho dominio, compuesto por los cuatro segmentos transmembrana S1-54,
se encarga de convertir los cambios del potencial de membrana en fuerza mecanica
gue abre el poro. La caracteristica que permite detectar cambios en el voltaje reside
en el segmento S4. En este segmento cada tres residuos se encuentra un aminoacido
con carga neta positiva (Arg 6 Lys) a la cual se le atribuye la sensibilidad al voltaje en
la activacién de Shaker [Papazin et &, 1991; Aggarwal & Mackinnon, 19961 - Grgcias a la configuracion en

hélice a se consigue que todas las cargas se cologuen en el mismo lado de la hélice.

Se han propuesto varios modelos para explicar los cambios mecdanicos del sensor de
voltaje. Algunos autores proponen que el sensor de voltaje S4 se encuentra aislado de
los lipidos por una pared proteica constituida por los segmentos S1, S2 y S3 [caterall. 1986;
Guy & Seetharamulu, 1986; Bezanilla, 2002; Bezanilla, 2005b] | 3¢ cargas positivas del segmento S4 detectan
la diferencia de potencial a través de la proteina y causan un desplazamiento hacia
arriba del segmento S4 y abren el poro.
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El grupo de R. MacKinnon al cristalizar el canal bacteriano KvAP Uiang et él. 2003al g gijrig un
nuevo “modelo de la pala” Uiangetd. 200301 | 5 estructura revelé que cuando el canal esta
cerrado los segmentos S1-S2 estan inmersos en un ambiente lipidico, mientras que el
S4 junto a un fragmento del S3 (S3b) se encuentran en la interfase membrana-
citoplasma y forman una unidad compacta que se llamé “pala”. En respuesta a una
despolarizacién, las cargas situadas en el extremo de la pala se trasladan de la cara
interna a la externa de la membrana, atravesandola completamente [figura 5]. En este
modelo el sensor detecta la diferencia de potencial a través de la membrana
plasmatica. El “modelo de la pala”, aungue novedoso, cred mucha controversia y no
parece que se ajuste a las observaciones en otros K, fcohen et &. 2003; Lain€ et l., 2003; Cuello et &l.
2004; Bezanilla, 200521 Fn estas revisiones se critica la propuesta que la “pala” S3b-S4 tenga
que cruzar completamente la membrana.

exterior B

abierto

Figura 5. Movimiento del sensor de voltaje en el KvAP. Representacién del estado cerrado (A) y
abierto (B) del KvAP seguin el modelo de MacKinnon. En rojo se representa las palas (S3b-S4) y en azul el
resto de los segmentos transmembrana. (Tomada de Jiang et &/., 2003b). C Configuracién del sensor de
voltaje del canal KvAP segun Cuello et &/., 2004.

El grupo de E. Perozo propuso un nuevo modelo para KvAP, un canal dependiente de
voltaje de la arquea Aeropirum pernix [Cuelo et &. 20041 Fn este modelo todos los
segmentos presentan una distribucién clasica, mas o menos paralelos al eje del poro,
y el sensor de voltaje S4 puede interaccionar con los lipidos [figura 5C]. Basandose en
este modelo, R. MacKinnon reinterpreté sus resultados cristalograficos [Mackinnon, 20041,
llegd a la conclusiéon que los segmentos S3 y S4 se encuentran en la interfase lipido-
proteina mientras que los segmentos S1 y S2 se sitlan transversalmente a la
membrana. Posteriormente, el grupo de R. MacKinnon cristalizé otro canal de potasio,
K,1.2 [tongetdl, 2005 qe permitié estudiar otro ejemplo del sensor de voltaje [Long et & 200501

A diferencia del KvAP, en el K,1.2 el movimiento del sensor de voltaje se acopla al
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poro: los segmentos S1-S4 forman un complejo que interacciona con la regién del poro
S5-S6 de la subunidad adyacente mediante el conector S4-S5. A pesar de todos los
modelos propuestos, aln no se alcanza un consenso y el debate sobre el mecanismo y
la localizacién del sensor de voltaje sigue abierto.

Inactivacidén de los canales

La inactivacién de un canal consiste en la oclusién de su poro, de manera que no
puedan pasar mas iones a su través. La inactivacién de los canales dependientes de
voltaje se puede originar desde el estado abierto o el estado cerrado [Bean 1981; Aldrich &

Stevens, 1983; Solc & Aldrich, 1988; Zagotta et &/., 1990; Patil et &/. 1998; Roux et 4l., 1998; Rasmusson et al., 1998; Greenstein et 4&/., 2000]

Los mecanismos de inactivacidn son diferentes dependiendo del canal iénico. En
general, pueden tener dos tipos de inactivacion: la inactivacion tipo N, muy rapida y la
tlpO C generalmente més Ienta [Hoshi et &l., 1990; Hoshi et 4l., 1991].

La inactivaciodn tipo N sigue el mecanismo de bola y cadena, en el cual, la bola esta
en el extremo N-terminal intracelular de cada subunidad a Hoshi et é. 19911 " Fst4 formada
por aproximadamente 20 aminodacidos con residuos hidrofébicos y positivos. Por su
parte, el receptor de inactivacién incluye aminoacidos del bucle intracelular que une
los segmentos transmembrana S4 y S5 lisacoff et dl. 19911 | 5 jnactivacion sélo ocurre una
vez el canal se activa [7aetta y Aldich, 19901 v go|0 es necesaria la unién de un dominio de
inactivaCién aunque eXiSten 4 por Canal [MacKinnon et &l., 1993; Gémez-Lagunas & Armstrong, 1995]. LaS
subunidades accesorias que puedan estar presentes en el complejo de membrana
también son capaces de inducir esta inactivacign [Heinemann et &, 1996; Wang et 4l 19961 [figrg
6A].

Sin embargo, otros canales de K* han desarrollado la lenta inactivaciéon tipo C
[figura 6B]. El canal hERG es una excepcién ya que muestra una inactivaciéon tipo C
muy rapida. Esta inactivacién requiere secuencias de aminodacidos situadas en el
extremo extracelular del segmento S6 en vez de en el extremo N-terminal Hartmann et &l
19911 "E| grado de inactivacién depende de la ocupacién de un lugar de unién para iones
K* en la parte externa del poro, de tal forma que este sitio ha de quedar libre para que
la inactivacion proceda !opezBarneo et dl, 1993; Baukrowitz & Yellen, 19951 ' Sa considera que el filtro de
selectividad actla también como una compuerta con distintas conformaciones y que
el sitio externo de unién al K* favorece la no inactivacion del canal ellen 1998; Berméche & Roux,
2005] | 5 jnactivacién tipo C se ve incrementada por la presencia de bloqueadores por la
parte interna del poro, que disminuyen la conductancia, disminuyendo por tanto la
unién de K* a la parte externa del poro. De esta forma, la inactivacién tipo N
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incrementa la inactivacion tipo C [Baukrowitz & vellen, 19951 " Fn ambos casos el grado de
inactivacién es independiente de voltaje a potenciales en los que la activacidon es
completa, lo que sugiere que, al igual que la inactivacién tipo N, la inactivacién C es
un proceso acoplado a la activacion.

A Active B R Activo
eposo abierto eposo K
(Seﬁ'ado) i.b..rt ) (cerrado) (a.t:e.rt.o)
s g "R i
] I | MRS [
Se o%s 00 P ®e
e : L /
- ~o M "t /
Al . lﬂ
°
e o %
o0,

Inactivo Inactivo

(cerrado) (cerrado)

Figura 6. Mecanismo de inactivacion tipo N (A) y tipo C (B). En el proceso de la inactivacion tipo N,
la bola positivamente cargada se une a la parte hidrofébica de la cavidad central del poro evitando asf el
flujo de iones. Cada subunidad principal tiene su bola-cadena, pero una es suficiente para provocar la
inactivacién. Sin embargo, la inactivacién tipo C requiere la constriccién del filtro de selectividad
blogueando el poro por la parte extracelular del canal iénico.

Reposo de los canales

En el estado de reposo los canales son capaces de abrirse de nuevo frente a una
despolarizacién. El paso del estado inactivo al de reposo es un proceso que depende
de tiempo y de voltaje. Sin embargo, la exposicién a potenciales hiperpolarizantes
facilita el paso de canal inactivo a canal cerrado en reposo; en este proceso pueden
estar involucrados tanto la disposicién de los iones dentro de la boca del poro [Ortesa-saez
et dl. 20001 como el acoplamiento a los cambios conformacionales del sensor de voltaje
[Olcese et dl., 1997 - Cyando el canal pasa a dicho estado la particula bloqueante se retira
dejando libre el poro. Ademas, como la membrana deja de estar despolarizada y pasa
a su potencial de reposo, ya no hay fuerza que mantenga el cambio conformacional y
el sensor de voltaje vuelve a su posicién normal. Asi, el canal se cierra y queda

susceptible de ser abierto en la préxima despolarizacion.

El paso del canal desde el estado inactivo al de reposo es lo que se denomina
"recuperaciéon de la inactivacién" del canal. La recuperacion de la inactivacion es un
parametro importante a la hora de diferenciar canales. Ademas, suele ser un proceso
dependiente de voltaje, es decir, un canal puede recuperarse de la inactivacidon en
pocos milisegqundos a un determinado voltaje y sin embargo tardar mas tiempo al
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aplicar un voltaje distinto. Al paso del estado activo al de reposo se le denomina
deactivacion del canal.

1.1.3 Canales erg

Los canales erg pertenecen a la familia EAG. Esta familia esta formada por tres
subfamilias estructuralmente similares: eag (ether-a-go-go gene o K,10) con dos
miembros, erg (eag-related gene o K,11) y elk (eag-like o K,12) con tres miembros
cada uno. El primer miembro de esta familia fue clonado de un mutante de Drosophila
melanogaster Warmke etdl. 19911 "a| cyal fue caracterizado por una agitacion de sus patas al
ser anestesiado con éter. Desde 1994, han sido clonados distintos canales homdlogos
de los canales EAG de Drosophila en distintos mamiferos [Warmke & Ganetzky, 19941 " Aynque en
un principio los miembros de la familia EAG fueron clasificados como canales K, por su
selectividad al K* y la formacién de subunidades con seis segmentos transmembrana,
estos canales presentan distinta cinética de “gating” ademds de distintas propiedades

fa rmacolégicas [Schwarz & Bauer, 1999]

A pesar de la similitud que presentan en la estructura con la superfamilia de canales
de K* dependientes de voltaje, la subfamilia erg presenta varias caracteristicas
diferentes. El N-terminal de todos los miembros de esta subfamilia presenta el dominio
Per-Arnt-Sim (PAS) [figura 7]. Este dominio esta implicado en diversos mecanismos de
transduccién en respuesta a factores ambientales, como el oxigeno, la luz o el
potencial redox. Aun asi, no esta claro cudl es la funcién del dominio PAS en esta
proteina. Sin embargo, mutaciones en esta regidn del erg estan asociadas a
anormalidades en la deactivacion y a defectos en el trafico intracelular [Bronstein-sitton, 2006]

Otra de las distintas caracteristicas que presentan estos canales es la presencia del
dominio de unién a nucleétidos ciclicos (cNDB) en el C-terminal intracelular. Varios
estudios sugieren que la actividad del canal puede estar regulada por cCAMP mediante
una via directa o indirecta ¢ et d- 20001 - Agimismo, mutaciones en este dominio tienen
implicaciones en el procesamiento asi como en el trafico del canal Akhavan et dl., 2005]
pudiendo tener también un papel importante en la interacciéon entre el canal y la
subunidad accesoria KCNE2 (MiRP1) fcuietdl. 20011

19



Introduccion

Voltage
Sensor Pore

Figura 7. Diagrama de una subunidad a del canal hERG. Cada subunidad contiene seis segmentos
transmembrana, S1-S6. El segmento S4 contiene muchos aminoacidos bésicos (+), mientras que los
segmentos S1-S3 residuos acidos de Asp (-). Estos residuos pueden formar puentes de sales con los
residuos bésicos del segmento S4 durante el “gating” del canal. El domino PAS se encuentra en el N-
terminal y el dominio de unién a nucleétidos ciclicos (cNDB) en el C-terminal. (Tomada de Sanguinetti &
Tristani-Firouzi, 2006).

1.1.3.1 Propiedades biofisicas de los canales erg

Las propiedades biofisicas diferencian a la subfamilia erg del resto de la superfamilia
de canales dependientes de voltaje. Los canales erg estan caracterizados por una
cinética de activacién muy lenta acompanada de una rapida cinética de inactivacion.
La corriente del canal ergl (hERG) y del erg2 es una fuerte rectificadora de entrada,
es decir que el canal conduce mucho mas eficientemente hacia el interior de la célula
que hacia el exterior. Esto se debe a la rapida inactivacién del canal a potenciales
positivos, de ahi que la curva |-V tenga una forma de campana [figura 8]. Estos dos
canales ademas muestran una lenta cinética de activacién. El canal erg3 en cambio,
genera una débil corriente rectificadora entrante que se activa a potenciales negativos
y tiene una rapida cinética de activacidn [Bronstein-sitton, 2006]
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Figura 8. |-V de la corriente hERG. La corriente aumenta a potenciales negativos hasta llegar a un
maximo (a 0 mV aproximadamente). A potenciales positivos la corriente disminuye debido a la rapida
inactivacién. (Modificada de Thomas et &/, 1999).

A potenciales negativos (por ejemplo, -80 mV), el canal hERG estd en estado de
reposo [figura 9]. La despolarizacidn de la membrana celular hacia potenciales mas
positivos que -60 mV induce al canal a que se abra, permitiendo una difusién de iones
de K* hacia el lado extracelular de acuerdo a su fuerza electroquimica. Segun el
potencial de membrana se despolariza progresivamente hacia potenciales mas
positivos, el canal entra en el estado inactivo directamente desde el estado de reposo,
por lo tanto no conduce. La inactivacion de estos canales es mucho mas rapida que la
activacién, lo que reduce la conductancia hacia fuera a potenciales despolarizados y
prolonga la fase 2 o meseta del potencial de accién cardiaco. La recuperacion desde la
inactivacién es mas rapida que la deactivacion provocando la fase 3 de la
repolarizacion del potencial de accidn cardiaco [Sanguinetti & Tristani-Firouzi, 2006]

Depolarization

A 4

Repolarization

o8 599 84 K
Closed Open C-type
inactivated

Figura 9. La conformacion del canal hERG es dependiente de voltaje. El canal hERG estd en
reposo, abierto o inactivado dependiendo del voltaje transmembrana. El canal estd cerrado a voltajes
negativos. La despolarizacién activa suavemente el canal, que después se inactiva rapidamente,
especialmente a potenciales altos. La repolarizacién de la membrana invierte la transicién entre los
estados del canal. La inactivacién de tipo C estd causada por la constriccién del filtro selectivo (circulo
rojo). (Tomada de Sanguinetti & Tristani-Firouzi, 2006).
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La inactivacion es dependiente de voltaje, el voltaje medio de inactivacién es de -40
mV donde hay una rapida inactivacion haciendo que la reduccién de la conductancia
de la célula entera sea dependiente de voltaje. Debido a esta rapida inactivacién a
potenciales positivos, la corriente rectifica y la I-V de la corriente toma forma de
campana [figura 8]. Cuando la membrana se repolariza los canales se recuperan de la
inactivacién a una velocidad 10 veces mayor que la velocidad de deactivaciéon. Estas
caracteristicas de la cinética afectan fuertemente a la contribucion neta de los canales
hERG durante la fase de repolarizacién tardia tipica del potencial de accién. La
inactivacién del canal domina a potenciales muy positivos y reduce mucho la
magnitud de la corriente en el pico del potencial de accién. Durante la meseta y
continuando la fase 3, los canales se recuperan de la inactivacion; como la
deactivacion es lenta, la corriente hERG aumenta transitoriamente aunque la fuerza
electroquimica del potasio esté reducida.

1.2 EL CORAZON

1.2.1 El musculo cardiaco

El corazén es una bomba muscular que, como consecuencia de la actividad contractil
de sus paredes, impulsa la sangre a lo largo de todo el cuerpo, a donde lleva
nutrientes, hormonas y otras sustancias reguladoras y de donde retira las sustancias
de desecho. Cada ciclo cardiaco se inicia con la generacidn espontanea de un
potencial de accién en las células marcapasos del nodo sinoauricular. El potencial de
accién viaja rapidamente por ambas auriculas y, desde ahi, a través del nodo
auriculoventricular a los ventriculos.

A diferencia del musculo esquelético que necesita ser estimulado por el sistema
nervioso central para contraerse, el impulso eléctrico que activa al miocardio no es ni
iniciado ni conducido por tejido nervioso. En vez de eso, las células marcapasos del
nodo sinoauricular crean el impulso inicial, que es transmitido a los miocitos
auriculares y ventriculares por las células de conduccién. Tanto las células
marcapasos como las células de conduccion son células musculares especializadas.

1.2.1.1 Bases fisioldgicas del potencial de accion cardiaco

En condiciones de reposo, la concentracion intracelular de potasio en los miocitos
cardiacos es muy alta (150 mM) mientras que la extracelular es muy baja (5 mM). El
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potencial de equilibrio para el K* en estas condiciones es de -95 mV. Como la
membrana es relativamente permeable a este idn, el potencial de reposo de la célula
se mantiene cerca del mismo, aproximadamente en -90 mV.

Por otro lado, la concentracién intracelular de sodio (Na*) es muy baja (12 mM) y la
extracelular en cambio, muy alta (145 mM). El potencial de equilibrio para el Na* en
estas condiciones es de +60 mV, muy lejos del potencial de reposo de la célula, por lo
que el Na* tiende a entrar al interior celular a favor del enorme gradiente
electroguimico. Sin embargo, no hay movimiento de Na* a través de la membrana

porque esta es impermeable a dicho ion.

La contraccion de las células musculares cardiacas esta provocada por una excitacion
eléctrica de caracteristicas especiales: el potencial de accion. Esta excitacion provova
modificaciones de la permeabilidad a los iones responsables del potencial de accién.
El potencial de accién consiste en una elevaciéon rapida o despolarizaciéon del potencial
de membrana desde el potencial de reposo, seguido de un retorno al potencial de
reposo o repolarizacion. El potencial de accion cardiaco se divide en distintas fases
[figura 10]:

Fase 2

CKyr

Fase 3

CK,

CK,
Fase 4

Figura 10. Potencial de acciéon. Esquema de un potencial de accién cardiaco, en el se representas sus
distintas fases asi como las corrientes de entrada y de salida que en él intervienen. (CK,: canales de K*
transitorios; CCay,, : canales de Ca’* tipo L; CK,: canales de K* de activacién ultrarrapida, CK: canales de
K* de activacién rapida y CK,: canales de K* de activacién lenta). (Tomada de Lozano, 2001).

Despolarizacion (fase 0): En condiciones de reposo los canales selectivos para el
Na* estan cerrados impidiendo el flujo del ién. Sin embargo, cuando un estimulo eleva
el potencial de la membrana hasta el potencial umbral, los canales selectivos para el
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Na* reaccionan ante este cambio de voltaje sufriendo una modificacion en su
estructura, permitiendo asi el movimiento del i6n a su través. El Na* entra
masivamente al interior celular empujado por su gradiente electroquimico,
produciendo una corriente de entrada de Na* (ly,) la cual, al introducir cargas
positivas, provoca la rapida despolarizacién de la membrana. El paso de Na* a través
de estos canales abiertos hace menos negativo el potencial de la membrana, lo que a
su vez hace gue se abran mas canales de Na*. En consecuencia, el potencial de
membrana llega a valores positivos al final de la fase 0 (+30 mV). Muy rapidamente,
en menos de 2 milisegundos, los canales de Na* se cierran de nuevo y el potencial
deja de subir.

Repolarizacion: Este mecanismo consta, a su vez, de distintas fases:

Fase 1: La subida del potencial de la membrana provoca un aumento transitorio de la
permeabilidad al K*. Como consecuencia, el K* es empujado por su gradiente
electroquimico hacia el exterior de la célula, provocando una pequefia repolarizacién
rapida que dura unos pocos milisegundos. Esta repolarizacién es producida por la
corriente transitoria de salida de K* “transient outward” (l,). La I, va a ser la
encargada de determinar la amplitud y la duracidon de la siguiente fase, por lo que
sera, en gran medida, la responsable de regular la duracién y la potencia de la
contraccién cardiaca.

Fase 2 (meseta): Este periodo de despolarizacion mas o menos mantenido, prolonga
la duracién del potencial de acciéon hasta 200 6 300 milisegundos. Son varios los
mecanismos que participan en esta fase. Por un lado, la activacién de una corriente de
entrada de Ca?* (I,-L) debido a la apertura de canales selectivos para este idn, el cual
entra al interior de la célula a favor de su gradiente electroquimico. Esta corriente,
asegura una adecuada entrada de Ca®* a la célula para el acoplamiento excitacion-
contracciéon. Por otro, aunque en menor medida, se activan también otros canales de
Na* y participan en esa entrada de cargas positivas al interior de la célula. El lento
movimiento de entrada de estos iones por si solo volveria a despolarizar la célula,
pero es contrarrestado por un movimiento de K* hacia el exterior. Una parte de la
salida de K* es producida por la |, que al inicio de la fase de meseta todavia estd
activa. Sin embargo, la mayor parte de la corriente de salida de K* que contrarresta la
entrada de Ca?" durante la meseta es debida a la activaciéon de otros canales de K*.
Unos presentan una activacién rapida y son responsables de la corriente ultrarrapida
de potasio (lg,), otros la tienen lenta y son responsables de la corriente rectificadora
tardia lenta de potasio (ls), y otros en cambio presentan una conductividad muy
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pequefa a potenciales altos y generan la corriente rectificadora tardia rapida de
potasio (ly,). Esta permeabilidad al K" es pequena al comienzo de la fase de meseta,
pero lo suficiente como para equilibrar las corrientes de entrada y mantener una
meseta relativamente estable.

Fase 3: Corresponde a la repolarizaciéon rapida final del potencial de accion. Lleva el
potencial de la membrana hasta su nivel de reposo, y se debe a la inactivacién de la
lc.-L y a la activaciéon progresiva de la Iy, pero sobre todo de la Ii,. Esta fase, marca el
final de la sistole y el comienzo de la diastole.

Fase 4: Corresponde al periodo durante el cual la célula se encuentra en su potencial
de reposo y depende fundamentalmente de la corriente de potasio rectificadora
andémala (li;). Durante esta fase, las bombas de Na*/K* y de Na*/Ca?* se encargan de
devolver las concentraciones de los distintos iones a sus valores intra- y extracelulares
anteriores al potencial de accién.

La membrana de las células musculares se caracteriza por la presencia de numerosas
y profundas invaginaciones: los tubulos T. A través de ellos, el potencial de acciéon que
despolariza la membrana alcanza rapidamente la profundidad de la fibra facilitando
asi la propagacion del estimulo.

1.2.1.1.1 Variabilidad Regional

El estimulo se propaga con un orden a través del tejido lo que hace que exista una
gran variabilidad en la forma, amplitud y duraciéon del potencial de acciéon entre unas
regiones y otras del corazgn [Hume & Uehara, 19831 ~ Agj |os potenciales de accién en el
musculo auricular, ventricular y tejido de conduccién son algo diferentes entre si y a
su vez muy distintos a los de las células marcapasos [figura 11]. Este hecho se debe a
las diferencias en la expresion y/o a las propiedades de los canales idnicos que toman
parte en el potencial de acciéon. Las células del ndédulo sino-auricular vy
auriculoventricular tienen un potencial de reposo de -60 mV, un ascenso lento de la
fase 0 y carecen practicamente de meseta. Los miocitos auriculares y ventriculares
tiene un potencial de reposo de -90 mV; el potencial de accidon de las células
auriculares tiene forma triangular, mientras que las ventriculares tiene una clara
meseta. Las fibras de Purkinje tienen un potencial de reposo maximo también préximo
a -90 mV, siendo la duracién del potencial de accién mds largo debido a su prolongada
meseta.
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Figura 11. Variabilidad regional del potencial de accién cardiaco. El potencial de accién cardiaco
es distinto en las distintas regiones del corazén permitiendo una contraccién secuencial y ordenada.
(Tomada de Netter, 1983).

Una de las causas que originan la variabilidad regional del potencial de accién es que
la distribucion de los canales en las distintas regiones cardiacas no es homogénea.
Hay canales que tienen una amplia distribucion en una zona, pero estan
practicamente ausentes en otra. Como consecuencia de esto, una corriente puede ser
muy grande en una regidon y muy pequefa en otra condicionando asi la duracion del
potencial de accién. Hay estudios que sugieren que pequefios cambios en las
propiedades dependientes de tiempo o voltaje de los canales idnicos cardiacos pueden

tener profundos efectos en la duracion del potencial de accién asi como en el periodo
refracta riO y en el ritmo [Clancy et &l., 2002; Delmar, 1992; Luo & Rudy, 1994a; Luo & Rudy, 1994b]

Las diferencias en la duracién de los potenciales de accién se deben sobre todo a la
velocidad de repolarizacién. Esto indica que los mecanismos responsables de la forma
del potencial de accién estdn mediados por corrientes repolarizantes [Watanabe et dl. 1983; Clark
et 4l 1993; Casis et dl, 19981 De esta manera, el potencial de accién es mas corto en el
ventriculo derecho que en el izquierdo. Dentro de este ultimo, el potencial de accién

es mas largo en la base que en la punta y en el endocardio mas que en el epicardio
[Watanabe et 4/., 1983; Clark et &l., 1993; Casis et &l., 1998]

En los ventriculos, el estimulo eléctrico viaja por el tabique despolarizando en primer
lugar el endocardio de la punta. De ahi, la despolarizacion se transmite al epicardio y
va subiendo rapidamente hacia la base. En consecuencia, la contraccién viaja desde la
punta hacia la base y desde la parte interior del ventriculo hacia la parte exterior. Esta
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variabilidad regional permite una contraccién ventricular secuencial y ordenada. La
relajacion por su parte, también va de punta a base ya que en la punta el potencial de
accién es mas corto y se repolariza antes. Ademas, el epicardio se repolariza y relaja
antes que el endocardio debido a que el potencial de accién epicardico es mas corto.
Esta relajacién secuencial realizada de punta a base hace que aumente la presién
negativa en el interior del ventriculo y de esta forma se facilita el llenado.

Por otro lado, la variabilidad regional proporciona un mecanismo antiarritmico. El
endocardio es la zona que antes se despolariza, pero como tiene un potencial de
accion mas largo, es también la que mas tarde se repolariza debido a los largos
periodos refractarios manteniendo una conduccién armoniosa. Estos periodos
permiten evitar las reentradas de un impulso que ha seguido un largo trayecto en una
regidon que acaba de ser activada por un camino mas corto. Estos fenédmenos, que a
veces se observan en patologias, desorganizan la actividad cardiaca y provocan
trastornos del ritmo.

1.2.1.2 Receptores adrenérgicos en el corazén

Los receptores adrenérgicos (AR) pertenecen a la extensa familia de receptores
acoplados a proteinas G, los cuales son activados por la adrenalina y noradrenalina.
Estos neurotransmisores juegan papeles importantes regulando multitud de procesos
en el organismo, entre ellos la actividad del corazén.

Estos receptores estan formados por una Unica cadena polipeptidica que contiene
siete segmentos transmembrana, un amino-terminal extracelular y un carboxilo-
terminal intracelular [figura 12]. La regidn con la que el receptor interacciona con las
proteinas G es el bucle intracelular que une el quinto y sexto segmentos
transmembrana.
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Figura 12. Esquema de un receptor adrenérgico acoplado a proteina G. El receptor presenta siete
segmentos transmembrana con el amino-terminal extracelular y el carboxilo-terminal intracelular. Al
receptor aparece acoplado una proteina G formada por tres subunidades: subunidad a, subunidad B vy
subunidad y. (Tomada de Snyder, 2005).

Los receptores adrenérgicos se dividen en dos grandes grupos: los receptores a-
adrenérgicos (a-AR) y los R-adrenérgicos (B-AR). Los receptores a-AR se dividen a su
vez en dos subtipos: a; y a,. Actualmente se sabe que en el tejido cardiaco los
receptores a pertenecen exclusivamente al tipo a,. Dentro de los receptores a;-AR
podemos encontrar al menos tres subtipos: a;,, 035 Y Qp.

En el corazén se expresan todos los subtipos de receptores a,, aunque el subtipo a;,
es el que predomina en humanos [Bylundetdl. 1994; Price et dl., 19941 ' C|3sicamente, los receptores
a, estan acoplados a proteinas Gy, y su activacion estimula la fosfolipasa C. Este
enzima hidroliza Fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP,) generando por un lado Inositol
1,4,5-trisfosfato (IP;) que moviliza Ca®* de los almacenes intracelulares, y Diacilglicerol
(DAG) que estimula PKC. Esta quinasa regula la actividad de numerosas proteinas
celulares entre las que se encuentran canales iénicos de calcio y potasio [Singertahat et dl.
1992; Nakamura et &L, 19971 Ademds, los receptores a;,-AR pueden activar otras vias de
sefalizacién dando lugar por ejemplo a la liberacién de acido araquiddnico, activacion
de la fosfolipasa D, respuestas mitogénicas o aumento en la entrada de Ca?* al interior
celular [#hong & Minneman, 19991 " Tampijén, se ha demostrado que estos receptores activan las
proteinas G, en corazdn [Gallego et &l., 20051

Por lo que respecta a los receptores B-AR, éstos han sido ampliamente estudiados
tanto en condiciones fisiolégicas como patoldgicas debido a su importante papel en la
contracciéon cardiaca. Hay tres subtipos de receptores B (B;, B, y B;) todos ellos
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presentes en el corazén humano [Bylind et dl. 19981 | 5 respuesta cldsica a la activacion de
los receptores B es la interaccidon con la proteina Gy, |0 que produce un aumento de
los niveles de cAMP y la activacidon de la PKA, enzima que fosforila el canal de Ca?* tipo
L, entre otros, favoreciendo la entrada de Ca?* a la célula. También fosforila proteinas
contractiles entre otras dianas.

El receptor B, es el receptor predominante en el corazén y produce efectos inotrépicos
y cronotrépicos positivos. El receptor 8, es un receptor polimdérfico y es el receptor
adrenérgico predominante en musculo liso que causa relajaciéon de la musculatura lisa
visceral. El receptor RB; es el receptor adrenérgico que predominantemente causa
efectos metabdlicos, por lo que sus acciones especificas incluyen, por ejemplo, la
estimulacién de la lipdlisis del tejido adiposo.

1.2.1.2.1 Regulacidon adrenérgica del potencial de accion cardiaco

El sistema nervioso autonomo lleva a cabo la regulacion de las actividades del
musculo cardiaco. El corazén recibe inervaciones tanto del sistema nervioso simpatico
como del parasimpatico. Estas fibras no provocan la contraccion del corazén como
ocurre en el musculo esquelético, sino que modifican la frecuencia y la fuerza de
contraccién cardiaca aumentando o disminuyendo la actividad intrinseca del corazén.
El efecto del nervio vago estd mediado por el neurotransmisor acetilcolina, mientras
que el efecto del simpatico lo estd por la adrenalina y la noradrenalina. Como este
estudio esta enfocado a la regulacion del canal hERG por el receptor a;-AR, nos
centraremos en la estimulacién simpatica.

Las fibras simpaticas que inervan el corazén surgen de los segmentos cuarto y quinto
de la médula toracica y alcanzan el miocardio a través de los ganglios paravertebrales
cervical inferior y primer toracico. Las terminaciones postganglionales se distribuyen a
lo largo y ancho del corazdn fHoffman & Leftkowitz, 1982] " F| efecto de la actividad simpatica en
las células se conoce menos que el del sistema parasimpatico.

Tanto los receptores R-AR como los receptores a-AR son estimulados por la adrenalina
y la noradrenalina. Mientras que los receptores B-AR se saturan con una estimulacion
simpatica media, la activacion de los receptores a-AR se da por una hiperactivacién
simpatica, como el estrés fisico o emocional.

Uno de los principales efectos de la estimulaciéon simpatica del corazén es el
inotropismo positivo, es decir, el aumento en la fuerza de contraccién cardiaca. Este
efecto se ha atribuido cladsicamente a la estimulaciéon de los receptores B-AR, que
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produce un aumento de la I.,-L, el cual tiene como consecuencia un aumento en la
concentracion intracelular de Ca?* que estimula la contraccién muscular.

Sin embargo, la noradrenalina también aumenta la fuerza de contraccién a través de
sus receptores a-AR mediante varios mecanismos como por ejemplo un aumento en la
sensibilidad al Ca?* de las miofibrillas [Blinks & Endoh, 1986; Endoh & Blinks, 1988] - fosforilacion de
protel’nas Contréct”es [Garvey et &l., 1988] o un aumento de Ia ICa'L [Miura et &l., 1978; Zhang et &l., 1998; Liu &
Kennedy, 19981 = Otros estudios sefialan a las corrientes de K* como las principales
responsables de los cambios en la fuerza de contraccién. Se ha encontrado una
correlacién directa entre el efecto inotrépico positivo y la prolongacion del potencial

de accién debida a la reduccién de las corrientes de K* [Apkon & Nerbonne, 1988; Fedida et dl., 1989;
Fedida et &l., 1990]

Por otro lado, el sistema nervioso simpatico afecta también a la frecuencia cardiaca
inervando el nodo sinoauricular (efecto conotrépico positivo). Una estimulacién
simpatica intensa puede aumentar la frecuencia cardiaca hasta 200 6 250
latidos/minuto en individuos jovenes.

Respecto al potencial de accién cardiaco, el sistema nervioso simpatico regula todas
las fases de la repolarizacién. Asi, la noradrenalina regula la fase 1 del potencial de
accién actuando de varias maneras sobre la l,. Por un lado, la estimulacién de los
receptores a-AR disminuye la corriente, ya que activa la proteina G, la cual activa a
su vez adenilato ciclasa provocando la fosforilacién del canal I, mediante la proteina
quinasa A (PKA) [calleso etdl, 20051 ' Estgy fosforilacion del canal reduce la fase 1 permitiendo
una mayor entrada de Ca?* a la célula durante la posterior fase de meseta,
aumentando asi la fuerza de la contraccion Vol et d. 1991 para que este efecto se
produzca, tras la fosforilacién del canal es necesaria la formacién de un complejo
supramolecular del canal con una subunidad accesoria de la familia de las KChIPs (K*
Channel Interacting Proteins) [Schrader et dl, 20021 - por otro lado, la estimulacion de los
receptores B-AR aumenta la expresién de la |, siendo necesaria una estimulacién
basal mantenida de los receptores B-AR para mantener la amplitud de la corriente en

sus niveles correctos [Ga!lego et él., 20001

El sistema nervioso simpatico también regula la fase 2 del potencial de accién,
actuando tanto sobre las corrientes de K* como sobre la de Ca?*. En este sentido la
estimulacion de los receptores B-AR activa la cascada de la proteina G,-cAMP,
provocando la fosforilacion del canal I.,-L por PKA, lo que aumenta la magnitud de la
lc,-L y por tanto la fuerza de contraccidn [Speralakis, 19931 Ga esty |legando a conocer como
estos componentes se asocian de distinta manera en distintos microdominios de la
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membrana del cardiomiocito, en un proceso en el que intervienen las A Kinase
Anchoring Proteins (AKAPs) [Baliiepalii et dl., 2006]

Las corrientes I e |, participan tanto en la fase 2 como en la fase 3 del potencial de
accién, y ambas estan reguladas por el sistema nervioso simpatico. La magnitud de la
I, formada por el canal KCNQ1 junto con la proteina accesoria MinK [Sanguinetti et &., 1996;
Barhanin et dl, 19961 ' gymenta tras la estimulacién de los B-AR, por un mecanismo mediado
por el acoplamiento del receptor a una proteina G,, aumento del cAMP y fosforilacién
del canal por la PKA. En esta cascada intracelular el receptor, el canal, la PKA y la
proteina fosfatasa 1 (PPl) se encuentran asociadas formando un complejo
supramolecular gracias a la proteina de anclaje Yotiao Mam et &l 2002; Kass et dl., 2003]

1.2.1.2.2 Regulacidn adrenérgica de la I,,/hERG

Aunque la I, es la principal corriente repolarizante en el ventriculo humano, su
regulacion es la que menos se conoce. Existen trabajos dispersos sobre mecanismos
puntuales de regulacién del canal, pero no existe una idea clara sobre los mecanismos
generales de regulacidon de esta corriente. La regulacién simpatica de esta corriente
es compleja, ya que por un lado la estimulaciéon de los receptores B-AR aumenta la
amplitud de la corriente, mientras que por otro lado los receptores a-AR la inhiben.

Se ha descrito que la corriente es reducida por hormonas como la TRH a través de un
mecanismo que implica a PKC pudiendo ser por una fosforilacién directa del canal 8
et dl., 1997; Barros et &l., 19981 'narg esto Ultimo no estd demostrado. La Iy, es reducida también
por fosforilacién del canal por la tirosina quinasa Src, pero los autores no explican que

proteina activa a esta quinasa [cayabyab & Schiichter, 2002]

La estimulacién de los receptores B-AR regula el canal hERG por fosforilacion del canal
por PKA, conjuntamente con la interaccion directa del cAMP con el dominio cNDB [Thomas
et al., 1999; Cui et dl, 20001 Ademds, hay estudios en los que demuestran una interaccién de la
proteina 14-3-3 con el canal hERG dependiente de la fosforilacion por PKA, ya que
cuando ésta se inhibe dicha interaccion no ocurre [Kagan et &l 2002, Tutor et &l 2006] = Gjn
embargo, no hay nada claro sobre el mecanismo de regulacién del canal por los
receptores a-AR.

En 1999 el grupo de Gea-Ny Tseng menciond por primera vez una reducciéon de la
corriente hERG por la estimulacién de los a,;,-AR, mediado por una proteina G sin

identificar Viang et dl. 19991
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En 2001, el grupo de T.V. McDonald sugirié que modificando la concentracién de PIP,
se altera la densidad de corriente de hERG/I,, ademas de las cinéticas de gating y que
la estimulacion a;,-AR afecta a la corriente hERG mediante el consumo de PIP, que es
hidrolizado por PLC !Bin et él. 20011 Tres afios mas tarde reafirmaron estd regulacién,
demostrando que una regidon del C-terminal del canal es el sitio de unién fisico y
funcional con PIP, [Bianetdl. 2004]

Por otro lado, el grupo de D. Thomas y C. Karle describieron en 2002 que la reduccién
de la corriente tras la estimulaciéon a;,-AR se debe a la fosforilacién del canal hERG a
través de la activacién de la PKA [Wei et dl. 20021 Dos afios después el mismo grupo
describié que el efecto a;,-AR sobre el canal hERG depende tanto de PKA como de
PKC, pero que no se debe a una fosforilacién directa del canal, ya que la delecién de
todos los sitios consenso de fosforilacién en el canal no reduce el efecto [Themas et d., 2004b],
En contra de este resultado, el grupo de J. Mitcheson publicé unos resultados
sugiriendo la fosforilacién directa del canal por PKC como mecanismo de regulacion
del mismo en el cual interviene el C-terminal del canal [Cockeril et dl., 20071 = Adem3s, la
estimulacién del a;a-AR en cardiomiocitos de cobaya provoca una inhibiciéon de la
corriente I, mediante la activacion tanto de PKC como de PKA [Wang etdl. 20091 pgr (j]timo,
apoyando la teoria de PKC, D. Thomas y T.V. McDonald muestran en una publicaciéon
conjunta que la estimulaciéon prolongada del aj;a-AR con fenilefrina o la activacion
directa de PKC aumenta la abundancia de la proteina hERG y la densidad de corriente
de una manera tiempo- y dosis-dependiente [chen et 20101

1.2.2 Canalopatias de K*

Mutaciones hereditarias en los genes que codifican canales cardiacos o enfermedades
cardiacas pueden provocar cambios en las propiedades o en la expresion funcional de
los canales pudiendo cambiar la forma, sincronizacién, y/o propagacién del potencial
de accién. Esto predispone al corazén a sufrir arritmias graves.

La repolarizacién lenta del potencial de acciéon es un mecanismo util pero imperfecto
contra las arritmias ventriculares por reentrada [Sanouinetti & Tristani-Firouzi, 20061 - Como
anteriormente se ha mencionado, la principal corriente responsable de la fase 3 del
potencial de accién cardiaco es la |, [Hertmann et &, 1991; Trudeau et 41, 1995 'nor |o que cualquier
alteracién en su funcionamiento puede provocar arritmias ventriculares graves. La
gran mayoria de las alteraciones cardiacas hereditarias arritmogénicas en las que los
genes involucrados han sido identificados, han resultado ser canalopatias. Dichos
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genes codifican subunidades de canales que regulan de manera muy importante las
corrientes iénicas que determinan el potencial de accién cardiaco.

En células no cardiacas, el canal ERG1 contribuye mayormente en el mantenimiento
del potencial de reposo [5chwarz & Baver, 20041 ' Ademds de en el corazén, el ERG1 también se
expresa en diversos tejidos: células tumorales [Arcangeli. 2005; Bianchi et &l., 1998; Guasti et dl., 2005]
miocitos del musculo liso gastro-intestinal [Farelly etdl. 20031 "cé|ylas B pancreaticas Rosati et
20001 " |actotrofos [Baver et dl 20031 - célylas del cuerpo carotideog fOverholt et d. 20001 an |3 parte
interna del oido ™e et . 20051 v an |infocitos Smith et 4. 20021 F| significado clinico de la
presencia de este canal en estos tejidos es incierto. Sin embargo, evidencias
farmacolégicas sugieren que la regulacién al alza de la expresién eag/erg puede ser
importante. Bloqueadores especificos de los canales pueden reducir la proliferacién
celular [crocianietdl. 20031 | o5 canales estan implicados en la regulacién de la migracion de
células tumorales !testraiclietdl., 20041y an |3 sefializacién dependiente de la adhesidn [Cherupin
et al., 2005; Hofmann et &l 20011 1| 5 expresidn de los canales erg estd alterada durante la atrofia
muscular Wang et &. 20061 A asi, la patologia asociada a mutaciones congénitas de
KCNH2 parece estar limitada al corazén.

Un aumento en la funcién de los genes de canales de K* puede provocar Sindrome de
intervalo QT Corto o el SQTS (Short QT Syndrome). Esta enfermedad se caracteriza por
un acortamiento anormal del intervalo QT del electrocardiograma (ECG), que es el
tiempo entre el inicio de la despolarizaciéon y el final de la repolarizaciéon. Debido a las
mutaciones de estos genes, la repolarizacion de los miocitos se acelera pudiendo
causar arritmias letales.

1.2.2.1 LQTS

El Sindrome de intervalo QT Largo congénito o LQTS (Long QT Syndrome) fue la
primera arritmia genéticamente determinada asociada con una alteracién en el
funcionamiento de los canales idnicos en las células del miocardio y es también el mas
abundante [figura 13]. Esta enfermedad se caracteriza por una prolongacién anormal
del intervalo QT del ECG.

El LQTS es frecuentemente mal-diagnosticado como epilepsia y los pacientes son
tratados con drogas antiepilépticas. EI KCNH2 fue descubierto inicialmente en el
hipocampo [Warmke et dl. 19941 "nor eso es obvio pensar que mutaciones en este gen puede
causar desordenes en el Sistema Nervioso Central, pero no ha sido hasta hace poco

cuando se ha descubierto la conexién entre mutaciones del canal y la epilepsia michi et
al., 2010]
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Hay 12 diferentes tipos de arritmias hereditarias las cuales incluyen el intervalo QT
prolongado como sintoma clinico [tabla 1]. Los LQT1-LQT3 representan el 75% del
total de los casos clinicos de LQTS.

Tabla 1. Tipos de LQTS congénito, genes y proteinas asociadas. LQT1-LQT3 representan el 75%
del total de casos clinicos de LQTS. LQT9-LQT12 son extremadamente raros. a: este desorden arritmico
no estd siempre asociado a intervalos prolongados del QT. (Tomada de Sanguinetti, 2010).

Type Human gene (alternative name) Protein

LQTI KCNQI (KVLOTI) a-Subunit for slow delayed rectifier K channel
LQT2 KCNH2 (HERGI) a-Subunit for rapid delayed rectifier K channel
LQT3 SCN5A «-Subunit for Na channel (Nay1.5)

LQT4* ANK2 Ankyrin-B

LQTS KCNEI B-Subunit (“MinK") for slow delayed rectifier K channel
LQT6 KCNE2 3-Subunit (“MiRP17) for several K™ channels
LQT7* KCNJ2 o-Subunit for inward rectifier K channel (Kir2.1)
LQTS CACNAIC a-Subunit for L-type Ca channel

LQT9* cAV3 Caveolin-3

LQTI0 SCN4B 3-Subunit for Na channel (Nay1.5)

LQTI1I AKAPY A-Kinase anchoring protein type 9 (“Yotiao™)
LQTI2 SNTAL Alphal-syntrophin

El LQT causado por mutaciones en el gen KCNH2 que codifica para la proteina hERG,
fue el segundo loci descrito, de ahi el nombre LQT2. Ademas de la prolongacién del
intervalo QT, el ECG de los pacientes con LQT2 muestra una onda T bifida, aunque no
aparece en todos los pacientes con un genotipo LQT2 confirmado.

El sincope asociado a LQTS es causado por una taquicardia ventricular especifica
llamada “torsade de pointes” (torsion de puntas) que se distingue por la torsién
sinusoidal del axis QRS alrededor de la linea isoeléctrica del trazado del ECG [figura
13]. Este tipo de taquicardia puede cesar espontdaneamente o bien degenerar en una
fibrilacion ventricular, alta actividad desorganizada, que constituye una amenaza para
la vida y que es la mayor causa de muerte sUbita [Ve9a Herndndez & Félix, 2001; Sanguinetti, 2010]
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Figura 13. Potencial de accion y electrocardiograma. A Potencial de accién ventricular normal
(izquierda) y con una fase 3 anormalmente larga (derecha). B Registro de la actividad ventricular en un
electrocardiograma normal (izquierda) y de un paciente con LQTS (derecha). C Electrocardiograma de
un paciente con torsade de pointes. (Tomada de Sanguinetti & Tristani-Firouzi, 2006).

La incidencia de el sindrome QT largo congénito no estd definida con precisién pero se
estima que 1 de cada 2500 personas en el mundo estd afectada [Tester & Ackerman, 2009] |
LQTS congénito es a menudo causado por mutaciones dominantes en los genes
KCNH2 o KCNQ1, aunque el corazon es estructuralmente normal [curan et dl., 1995; Wang et &l

1996; Splawski et dl., 1997]

Las mutaciones homozigotas en KCNH2 son muy raras y resultan en muerte
intrauterina del feto o en un nacimiento con vida pero con una severa prolongacién
del intervalo QT, por eso las mutaciones heterozigotas son las mas comunes en el
LQT2. Aunque casi todas las mutaciones causan defectos en el trafico, hay mutaciones
que reducen la I, alterando las propiedades de gating del canal hERG. Las mutaciones
que aumentan la inactivacion o aceleran la deactivacién reducen la contribucién de la
corriente I, durante la repolarizacién del potencial de accign [sanguinetti, 20101 | 5
consecuencia funcional primaria de estas mutaciones es un retraso en la
repolarizacién del corazén y un incremento en el riesgo a desarrollar arritmias

Existe ademas una forma no congénita del LQTS, el LQTS adquirido, que en la practica
clinica es mucho mas abundante que la congénita. EI LQTS adquirido esta asociado
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tanto a una insuficiencia cardiaca crénica como a un efecto secundario de farmacos
que bloquean el canal hERG Micheson et dl., 20001 o que interfieren en el tréfico del canal
desde el reticulo endoplasmatico hasta la superficie celular [Fenichel et &. 20031 " Fota canal
es excepcionalmente susceptible al bloqueo por infinidad de sustancias que no
afectan a otros canales. Esa susceptibilidad se debe a dos aminoacidos aromaticos,
Tyr652 y Phe656, en la parte interna del poro [Recanatini et &l., 2005; Sanguinetti & Mitcheson, 20051 - pg
ello, la Agencia Europea para la Evaluacidon de Productos Médicos, obliga a estudiar el
efecto sobre el intervalo QT de todos los farmacos, incluidos los no cardiovasculares, y
la FDA americana obliga a estudiar directamente el posible blogueo del canal hERG
por cada nuevo farmaco que se pretenda enviar al mercado. Las consecuencias de la
prolongacién del intervalo QT inducida por las drogas, puede ser seria y parecerse
mucho a LQT2 con torsade de pointes, fibrilacidon ventricular o muerte slbita [Sanouinetti &

Tristani-Firouzi, 2006]

El desencadenante mas comun de la arritmia en los pacientes con LQT2 parece ser el
estrés emocional, aunque también es un desencadenante tipico el ruido alto e
inesperado [Wide et &.. 19991 | 5 mayoria de pacientes sintomaticos con LQT2 que sufren
eventos cardiacos letales y no letales estan asociados a un incremento del tono
simpético [Schwartz et &/., 2001; Lown, 1987; Kamarck & Jennings, 1991; Priori et &l., 1997]’ lo que indica una relacién
clara entre el sistema nervioso simpatico y la aparicién de estas arritmias. Por ello,
resulta imprescindible conocer no solo el funcionamiento del canal hERG, sino sus
mecanismos de regulacién neurohumoral.

El tratamiento para el LQT2 es el mismo que para los otros tipos de LQTS. La terapia
mas comun es la administraciéon de bloqueantes de receptores B-AR. Recientemente
se han descubierto activadores de hERG, pero todavia no se ha probado ni la eficacia
y ni la seguridad de ninguno de los componentes [casis et él. 20061 * A |95 pacientes con alto
riesgo a menudo se les interviene para la denervacién de los nervios simpaticos de la
parte izquierda del corazén y/o la implantacién un desfibrilador. Esta denervacién
reduce un 90% de los eventos cardiacos [Schawartz et dl., 20041

Debido a la importancia que tiene la corriente I,/hERG en el potencial de accién
cardiaco, se planted este trabajo con el fin de conocer el mecanismo de la regulacién
aia-adrenérgica de esta corriente ya que una hiperactivacién de los receptores aj;a-AR
disminuiria la corriente I/hERG prolongando demasiado el potencial de accion. Este
excesivo alargamiento puede desacoplar el periodo refractario de las células pudiendo
desencadenar arritmias ventriculares por reentrada.
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2 OBJETIVOS DEL ESTUDIO

La corriente de potasio rectificadora tardia rapida es la responsable de la terminacién
del potencial de accién ventricular en el corazén humano. La reduccién de la magnitud
de esta corriente provoca un alargamiento en la duracién del potencial de accién, que
si es moderada provoca un aumento en la contracciéon cardiaca. La estimulacion
simpatica provoca dicha reduccion de la corriente a través de la activacién de los
receptores a;-adrenérgicos, aumentando asi la fuerza de la contraccién. Sin embargo,
una actividad simpatica muy alta, como en situaciones de estrés fisico o emocional, o
una actividad simpatica normal en personas que presenten previamente LQTS o
isquemia miocardica, puede inhibir la corriente alargando excesivamente la duracion
del potencial de accién hasta el punto de desencadenar arritmias ventriculares, como
torsade de pointes pudiendo degenerar en fibrilaciéon ventricular letal. Por ello, es muy
importante conocer los mecanismos de regulacién a,-adrenérgica de la corriente, para
posteriormente poder buscar el mejor modo de controlar las posibles alteraciones
causadas por esta regulacién.

Por todo lo expuesto, la hipdtesis de partida es que la corriente hERG esta regulada
por el receptor a,,-adrenérgico mediante el consumo de PIP, y/o por fosforilacién por
PKC.

El propédsito de la presente tesis doctoral se resume en los siguientes objetivos:

I. Caracterizar el efecto de la estimulacion del receptor a;,-adrenérgico sobre la
corriente hERG en un sistema heterdlogo.

Il. Comprobar si el efecto de la estimulacién del receptor a;,-adrenérgico sobre la
corriente hERG se ve modulada por las proteinas MinK y MiRP1 en un sistema
heterdlogo.

Ill. Identificar la via intracelular de regulacién de la corriente hERG por el receptor
o;x-adrenérgico en un sistema heterélogo.
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3 MATERIAL Y METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Cultivos celulares

Para llevar a cabo el presente estudio, se ha utilizado un sistema heterélogo. El
sistema utilizado fue la linea celular HEK-293, células inmortalizadas obtenidas a partir
de células embrionarias de rindn humano. Esta linea celular ha sido y es ampliamente
utilizada en el estudio de la expresion heteréloga de canales idnicos ya que apenas
expresan de forma enddgena dichos canales. Ademas de utilizar esta linea, se ha
utilizado otra linea que expresa de forma estable el canal hERG [cedida amablemente
por el Dr. January (Department of Medicine, University of Wisconsin-Madison, Madison
WI, USA)] a la cual se le hacia expresar de forma transitoria el receptor a;,-
adrenérgico.

3.1.2 Bacterias

El DNA plasmidico utilizado en las transfecciones de las células HEK-293 se reprodujo
mediante bacterias E.coli de las cepas DH5a y one shot Top 10 transformadas con
dicho DNA mediante shock térmico.

3.1.3 Aparatos y reactivos

3.1.3.1 Equipamiento general

Para la preparacidon de los experimentos se han utilizado diversos aparatos de uso
comun en cualquier laboratorio de investigacién basica:

* Micropipetas de precision de « Equipo de ultrapurificacién de

volumen variable: 0,5-10, 10-100, agua Synergy. Millipore
20-200 y 100-1000 pl. Nichipet
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« Balanza de precision AB204. Equipo de tratamiento de agua

Mettler Toledo Elix. Millipore

« Pipetas de volumen variable: 1, 2, Dispensador automatico 0,5-10 ml

5,10 y 20 ml. Silber Brand Mulipette plus. Eppendorf

* pHmetro BasicC. Crison » Vortex Reax Top Heidolph

3.1.3.2 Mantenimiento y transfeccion de los cultivos celulares HEK-293

Para el mantenimiento y manipulacién de las células se han utilizado los siguientes
materiales y aparatos:

« Frascos Corning, 25 cm? « Placas de cultivo Sarstedt, 60 x 15 mm

e Bafio termostatizado * Incubador de CO,. Sanyo

e Microscopio invertido de « Cabina de seguridad bioldgica. Faster BH-
epifluorescencia DMIL. Leica EN 2004

3.1.3.3 Crecimiento de bacterias y cuantificacion de DNA

Para el crecimiento de las bacterias y la posterior extraccion de DNA los aparatos vy
materiales que se han utilizado son los siguientes:

» Estufa Selecta e Centrifuga Sprectafuge 24D Labnet

e Bafio termostatizado * QIlAprep Spin Miniprep Kit. Qiagen

« Bomba de vacio « Placas de cultivo 100 x 20 mm. Falcon

e« Campana de seguridad e Incubador Heidolph Unimax 1010.
bioldgica Faster BH-EN 2004 Heidolph Inkubator 1000

« Espectrofotometro WPA « Centrifuga refrigerada de alta velocidad
1101 Biotech Photometer 2-16 pk. Sigma
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3.1.3.4 Deteccion de proteinas
3.1.3.4.1 Enriquecimiento de la membrana plasmatica

Para el enriquecimiento las membranas plasmaticas se han utilizado los siguientes
materiales y aparatos:

« Homogeneizador Tenbroeck. « Centrifuga refrigerada de alta
Wheaton Science Products velocidad 2-16 pk. Sigma
3.1.3.4.2 Cuantificacion de proteinas

Para llevar a cabo la cuantificacion de proteinas se ha utilizado el espectrofotémetro
WPA 1101 Biotech Photometer y el reactivo de Bradford.

3.1.3.4.3 Electroforesis y Western blot
Para la técnica de Western blot se han utilizado los siguientes aparatos y reactivos:
» Agitador Agimatic N. Selecta + Agitador ARF. Velp

e Agitador magnético ARE VELP

Scientifica protean. Biorad

Cubeta de transferencia liquida Mini

Fuente de alimentacién PowerPac 300.
Transfer Cell. BioRad BioRad

e Mini Trans-Blot Electrophoretic

e Plataforma agitadora Duomax 1030.

_ * Mini protean Tetra Cell. BioRad
Heidolph

« Sistema de adquisiciéon de imagenes e« Reactivos de quimiolumiscencia Super
Gelogic 2200. Kodak Signal West pico. Thermo

3.1.3.5 Registros electrofisioldgicos

Los registros electrofisiolégicos se realizaron en un equipo compuesto por los
elementos que se detallan a continuacion:
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« Micromanipulador piezoeléctrico
Burleigh PZ-305, con 70 um de
movimiento en cada uno de los tres

ejes

e Microscopio invertido de
epifluorescencia DMIL con contraste
de fases. Leica

« Interfase analégico/digital DigiData
1440. Axon Instruments Inc

« Sistema de perfusién
e Ordenador Pentium

« Sofware de adquisicién Clampex
10.2. Axon Instrument Inc

* Vidrio de borosilicato 1,10 mm de
diametro interno y de 1,5 mm de
didmetro externo. Sutter Instrument

3.1.4 Soluciones

3.1.4.1 Agua

Macromanipulador mecanico de
posicionamiento Newport 360-90,
con 5 cm de movimiento en cada
uno de los tres ejes

Amplificador de sefiales/generador
de estimulos Axopatch 200B. Axon
Instruments Inc

Estirador de micropipetas PP-830.
Narishige

Bomba de vacio

Mesa antivibratoria TMC

Sofware de analisis Clampfit 10.2.
Axon Instrument Inc

Para preparar todas las disoluciones empleadas en la presente Tesis Doctoral se utilizd

agua ultrapura del Tipo | desionizada.

3.1.4.2 Soluciones para la transformacion y el crecimiento de las bacterias

Para la transformaciéon y el crecimiento de las bacterias se utilizd el medio SOC

ademas de medio LB Agar y LB Broth.

Medio LB Agar: Disolver 3,5% LB Agar en agua destilada. Hervir el medio y filtrar.

Antes de que el medio se solidifique se afiade 1 pl/ml de antibiético segun el gen de
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resistencia del plasmido. Repartir 25 ml de medio en cada placa de petri de 100 x 20
mm.

Medio LB Broth: Disolver 20% LB Broth en agua destilada. Hervir el medio vy filtrar.
Se afade 1 ul/ml de antibiético segun el gen de resistencia del plasmido.

Ademas de estos medios, también se utiliza una solucién de agua al 75% de glicerol
para la conservacién de las bacterias transformadas a -80 °C.

3.1.4.3 Soluciones para el mantenimiento de células HEK-293

Para el mantenimiento de las células HEK-293 se usé el medio de cultivo DMEM
(Dubelcco’s modified Eagle’s medium) con un suplemento del 10% de suero fetal
bovino y 1% de céctel de penicilina, estreptomicina y anfotericina B.

3.1.4.4 Soluciones para la transfeccion celular

Para este proceso se han utilizado DMEM, suero fetal bovino, Lipofectamine 2000
(Invitrogen) o Fugene 6 (Roche) y cDNA.

3.1.4.5 Soluciones para la técnica de deteccion de proteinas

Tampon de homogeneizaciéon: TRIS-HCI 20 mM pH 7,4; EDTA 1 mM; céctel inhibidor
de proteasas (Sigma-Aldrich) 2,5 pl/ml y céctel inhibidor de fosfatasas (Sigma-Aldrich)
al 1%. Los inhibidores de proteasas y fosfatasas deben ser afladidos justo antes de su

uso.

Reactivo de Bradford: 0,12 mM de Azul brillante de Coomassie en 5% de etanol al
95% y 10% de acido ortofosférico. Volumen ajustado con agua desionizada. Filtrar 3

veces.

Tampon de muestra: 60 mM Tris-HCI, pH 6,8; 3% SDS; 10% glicerol; 0,003% azul de
bromofenol y 1% R-mercaptoetanol. Ajustar el volumen con agua desionizada.

Tampon de electroforesis: 50 mM Tris-HCI, pH 8,5; 384 mM glicina y 0,1% SDS.
Volumen ajustado con agua desionizada.

Tampon de transferencia: 25 mM Tris-HCI, pH 8,3; 192 mM glicina; 20% metanol y
0,05% SDS. Ajustar el volumen con agua desionizada.

Gel separador (7%): 24,6% de acrilamida/bisacrilamida 30%; 26,52% de Tris-HCI
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1,5M, pH 8,8; 1,06% de SDS 10%; 0,53% de persulfato aménico 10%; 0,1% de TEMED
y 47,25% agua desionizada.

Gel concentrador (5%): 16,6% de acrilamida/bisacrilamida 30%; 25% de Tris-HCI
0,5M, pH 6,8; 1% de SDS 10%; 1% de persulfato aménico 10%; 0,25% de TEMED y
56% agua desionizada.

Solucioén stock PBS 5x: 0,4 M Na,HPO,, 0,11 M NaH,PO, y 0,50 M NacCl. Ajustar el pH
con NaOH a 7,5 y llevar a volumen deseado con agua desionizada.

Solucion PBS-TWEEN 20: 20% PBS 5x y 0,1% TWEEN 20. Ajustar el volumen con
agua desionizada.

Solucion bloqueo: 5% de leche en polvo, 0,5% BSA y 0,1% TWEEN 20. Ajustar el
volumen con PBS-TWEEN 20.

Soluciones de revelado: el revelado se realiz6 mediante la incubacion de las
membranas con la mezcla de las siguientes soluciones:

Super Signal West Pico Stable Peroxide Solution (1 ml).

Super Signal West Pico Luminol/Enhancer Solution (1 ml).
Solucidn de stripping: 0,2 M Glicina (pH 2).
3.1.4.6 Soluciones para la técnica de registro electrofisiolégico

Para registrar corrientes iénicas se han empleado disoluciones de diferente
composicion. La disolucién que llena la pipeta recibe el nombre de “disolucién
interna”, y la que bafna las células mientras se realizan los registros electrofisioldégicos
se denomina “disolucién externa”.

Solucion interna: la composicién iénica de esta solucién reproduce el medio celular
citoplasmatico. Estd compuesto por las siguientes sustancias: 125 mM KCI, 5 mM
MgCl,, 5 mM EGTA-K*, 10 mM HEPES-K* y 5 mM ATP; pH 7,2 ajustado con KOH. Ajustar
el volumen con agua desionizada, alicuotar y congelar a -20 2C hasta su uso.

La mayor parte los compuestos bloqueantes utilizados en este trabajo fueron anadidos
a la solucién interna.
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Solucion externa: es la solucién que bana las células y por lo tanto tiene una
composicion similar al medio extracelular. Para los registros de las células HEK-293 se
utilizé la siguiente disoluciéon: 136 mM NaCl, 4 mM KCI, 1mM MqgCl,, 10 mM HEPES-Na*,
1,8 mM CaCl, y 10 mM glucosa; pH 7,4 ajustado con NaOH. Ajustar el volumen con
agua desionizada.

El agonista a,,-adrenérgico fenilefrina y algunos compuestos bloqueantes fueron
afadidos a la solucién externa.

3.1.5 Plasmidos

hERG:

;,;géggg;% En la mayor parte de los experimentos se utilizé una

| Xa=T==XwvaA|
o ' | o linea celular que expresa el canal de forma estable. En
G algunos experimentos en los que se expresd el canal
3 de forma transitoria se utilizé un vector que expresa la
pCEP4 secuencia completa del gen hERG, proporcionado por

10.2 kb el Dr. Sanguinetti (CVRTI, University of Utah, USA).
) ’

Receptor a,,-adrenérgico:

ERI Se utilizé un vector que expresa la secuencia completa
956 Xoal “wat  del gen del receptor ay,-adrenérgico, proporcionado por
el Dr. Hague (University of Washington, USA).

7750 Apal ~BtauGFP

10376 bp xina  El trabajo fue iniciado con un receptor a,,-adrenérgico

que tenia fusionado la GFP en un bucle intracelular

'AX6 S'amm

(cedico por el Dr. Mayor Jr, CBM, Madrid). Sin embargo,

5699 Sacl

como fue comprobado también por otros grupos, este
receptor de fusién tenia problemas funcionales, por lo que abandonamos su uso.
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gWIZ-GFP:

. Ndel 1@
Xno 15418 . Msc245

B Nde | 568

Xmalstgs -~ .
Pyu15019. ‘\
Kan'

i
f CMVprom+intr '},

Puesto que la gran mayoria de nuestros plasmidos no
contenian un gen reportero para determinar la eficiencia

_scize 0 la transfeccién se utilizé la cotransfectaccion con

vectores expresando genes reporteros como la GFP

3tu 14394 gWIZ-GFP
| , . ]
1., 757 bis Z/‘; (Green  Fluorescent Protein), facilitando asi |la
oR - . identificacion de las células transfectadas. El vector de
N e SRR expresion para la GFP que se ha utilizado es el gwiz-

— a1

‘BamHI 2615

CSIC, Valladolid).

D-hERG:

[ Y
Jﬁr pCl-neo ‘:— :
1 |
| 5472bp
0
J
r/. ‘¢
NTK-hERG:
» ittt
() | %gifgﬁggwwg§§§§f|
A
¢y 3 REEREEEER 05858

)

= pcDNA3.1 (+/-) |
5.4 kb 5

GFP, proporcionado por la Dra. M.T. Pérez-Garcia (IGBM,

Para estudiar si la regulacién del canal hERG por el
receptor a,,-AR esta modulado por la interaccién de PIP,
con el canal, se utilizd6 el plasmido D-hERG,
proporcionado por el Dr. McDonald (Albert Einstein
College of Medicine, NY, USA). Este mutante esta exento
del punto de unidén a PIP,, ya que muestra una delecién
de los aminoacidos 883-894 del C-terminal.

De la misma manera, para estudiar las interacciones de
PKC con el canal, se utiliz6 el mutante NTK-hERG (N-
Truncated-hERG), al cual le faltan los aminoacidos 2-354
del N-terminal. Este plasmido fue proporcionado por el Dr.
Sanguinetti (University of Utah, Salt Lake City, UT, USA).
Este mutante estd exento del dominio PAS que esta
relacionado con la fosforilacién del canal por PKC.

50



Material y Métodos

3.1.6 Anticuerpos

3.1.6.1 Anticuerpos primarios

Los anticuerpos primarios utilizados fueron los siguentes:

Anticuerpo Casa comercial Concentracion
anti-hERG Santa Cruz Biotechnology 1/200
anti-a;-AR Oncogene research products 1/400
anti-P-Serina Sigma-Aldrich 1/500
anti-P-Tirosina Cell Signaling Technology 1/2000
anti-P-Treonina Cell Signaling Technology 1/1000
anti-MinK Santa Cruz Biotechnology 1/100
anti-MiRP1 Abnova 1/200

Estos anticuerpos fueron diluidos en la soluciéon de bloqueo.
3.1.6.2 Anticuerpos secundarios

Los anticuerpos secundarios utilizados fueron los siguientes:

Anticuerpo Casa comercial Concentracion
anti-conejo Amersham Biosciences 1/5000
anti-ratén Sigma-Aldrich 1/3300
anti-cabra Santa Cruz Biotechnology 1/5000

Estos anticuerpos fueron diluidos en la soluciéon de bloqueo.

3.1.7 Bloqueantes y agonistas especificos

Para el estudio de la regulaciéon del canal hERG por el receptor a;,-AR se utilizaron
distintas sustancias:

20 pM Fenilefrina (Sigma-Aldrich). Agonista especifico del receptor a;,-AR. Ademas,
a la solucidn se le afiadié Acido Ascérbico (Sigma-Aldrich) y se mantuvo en oscuridad
para prevenir la oxidacién de la fenilefrina. Se afadié a la disolucién externa.
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100 nM 5-Metil-Urapidil (Sigma-Aldrich). Antagonista selectivo para el receptor a;,-
AR. Se afadio a la disolucién externa.

50 pM Genisteina (Sigma-Aldrich). Inhibidor de tirosina quinasas. Se afadido a la

disolucion interna.

50 pM GP antagonista 2A (Calbiochem). Peptido que inhibe selectivamente la
activacion de la proteina G,. Se afiadié a la disolucion interna.

1 mM Neomicina (Sigma-Aldrich). Inhibidor de PLC. Se afiadié a la disolucién interna.

10 pM Bisindolilmaleimida 1 (BIM-1) (Calbiochem). Inhibidor de las isoformas a, 3,
By, v, 0 y € de PKC. Actla sobre el sitio de unién de ATP. Se afadié a la disolucién
interna.

80nM Anti-PIP, (Santa Cruz Biotechnology). Neutraliza el PIP,. Se afadi6 a la

disolucion interna.

10 uM D-mio-Fosfatidilinositol 3,4-bisfosfato (diC8-PIP,) (Echelon Biosciences).
Este analogo no-hidrolizable de PIP, se utilizé para aumentar la concentracién de PIP,
en la membrana celular. Se afadié a la disolucidén interna.

3.2 METODOS

3.2.1 Crecimiento de bacterias y cuantificacion de DNA

3.2.1.1 Transformacion de bacterias mediante shock térmico

Para transformar las bacterias E.coli con el DNA correspondiente se utilizé el siguiente
protocolo [figura 14]:

Antes de comenzar, se deben preparar las placas de LB Agar con el antibiético
correspondiente a cada plasmido.

1. Tomar las bacterias del congelador de -80 °C.
2. Tomar 1 tubo de 12 ml por cada DNA y anadir 50 pl de bacterias a cada tubo.

Tirar las bacterias sobrantes.
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3. Afadir en cada tubo 50 ng del DNA que se quiere crecer y pipetearlo justo
encima de las bacterias. Colocar todos los tubos en el hielo y mantenerlos
durante 30 minutos.

4. Darles un shock de calor a las bacterias. Para ello, poner los tubos 20 segundos
a 37 °C en un bano previamente caliente.

Regresar los tubos al hielo y mantenerlos durante 5 minutos.

Anadir a cada tubo 500 ul de medio SOC (medio sin antibiético). Este medio se
conserva a 4 °C.

Poner los tubos durante 1 hora a 37 °C en agitacion.

Verter el contenido de cada tubo en una placa con LB Agar-antibidtico y mover
la placa hasta que el contenido del tubo cubra toda la superficie de la placa.

9. Poner las placas boca arriba en la incubadora a 37 °C.

10.Cuando se seca el liquido, se dan vuelta a las placas y se dejan en la incubadora
toda la noche.

BamHI

BamHI

"4

< ‘
plasmido

/ t

BamHI
gen marcador de seleccion
(resistencia a un antibiético) . L
Sélo las bacterias que recibieron
el plasmido sobreviven y forman
plasmido colonias.

® ) )

cromosoma
bacteriano

Bacteria £. coli recombinante medio de cultivo con antibidtico

Figura 14. Esquema del método de transformacion de bacterias. El gen de interés se inserta en un
pldsmido con un gen marcador de seleccién. Mediante el método de shock térmico se introduce el
pldsmido en las bacterias que seran incubadas en placas de agar con antibiético. Sélo las bacterias que
reciben el plasmido sobreviven y forman colonias. (Modificada de http://www.argenbio.org).

3.2.1.2 Crecimiento de bacterias en medio liquido

Una vez obtenidas las colonias en las placas, éstas se crecieron en medio liquido
siguiendo el siguiente protocolo:
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W

Afadir a tubos de 12 ml 3,5 ml de medio LB Broth con antibiético.

Picar con un palito una colonia aislada de la placa en la que crecieron bacterias.
Introducir el palito en cada tubo de LB Broth.

Poner los tubos en el agitador a 37 2C hasta el dia siguiente.

Con las bacterias que crecen se pueden tomar 750 ul y anadirles 750 ul de glicerol al

75% y conservarlas a -80 °C. Si es necesario crecer este DNA de nuevo, se toman 5 pl

de estas bacterias ya transformadas y se comienza en el punto 3.

3.2.1.3 Purificacidén y cuantificacion de DNA

3.2.1.3.1 Purificacidn de plasmidos

Una vez conseguido el crecimiento de bacterias en medio liquido, se procedié a la

purificacion de los plasmidos mediante el QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen). El

protocolo que se siguid fue el recomendado por el fabricante [figura 15]:

il s

Centrifugar los tubos de 12 ml durante 5 minutos a 1100 g.

Conservar el precipitado y afadir 250 pl de tampdn de resuspension P1.
Disolver el precipitado y colocarlo en un tubo eppendorf.

Anadir rapido a cada tubo 250 pl de tampdén de lisis P2 y mezclarlos
voltedndolos varias veces.

Anadir a cada tubo 350 pl de tampdn de neutralizacion N3 y mezclar el
contenido hasta que el color blanco sea homogéneo.

6. Centrifugar durante 10 minutos a 16000 g.

0.

Por decantaciéon, poner el sobrenadante en columnas Qiaprep colocadas
previamente en las llaves de un sistema de vacio.

Encender la bomba de vacio para que el sobrenadante se filtre. Apagar la
bomba.

Afadir 750 ul de tampén de lavado PE y volver a encender la bomba.

10.Una vez que el filtrado a concluido, colocar las columnas en los tubos colectores

del kit y centrifugar durante 1 minuto a 16000 g para eliminar el resto de
liquido que no se ha filtrado.

11.Poner la columna en tubo eppendorf de 1,5 ml y afadir 50 pyl de tampén de

elucién EB en el centro de la columna.

12.Dejar reposar 1 minuto y centrifugar durante 1 minuto a 16000 g.

13.Recoger los 50 ul de DNA plasmidico para su posterior cuantificacion.
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3.2.1.3.2 Cuantificacion de DNA

Para la cuantificacién del DNA se diluyeron 5 ul de DNA en 95 pl de agua desionizada y
se midié la absorbancia a 260 nm. Una vez obtenida la concentracién del DNA, se

conserva a -20 °C.

S
K I « Picar colonia aislada
Cultivo celular
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DNA plasmidico
de células P
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Figura 15. Crecimiento de bacterias y extracciéon de DNA. Se pican las colonias que han crecido en
la placa y se siembran en medio de cultivo liquido. Después, se procede a la extraccién de DNA siguiendo
el protocolo. Por ultimo, se cuantifica el DNA (Modificada de http://www.acgtinc.com).

3.2.2 Mantenimiento y transfeccion de las células HEK-293 en cultivo
3.2.2.1 Mantenimiento

Las células HEK-293 se mantuvieron en cultivo en un medio de crecimiento (DMEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino y 1% céctel de antibidticos y anfotericina
B). En el caso de la linea estable HEK-hERG el medio de crecimiento también lleva
Genisteina. Cuando las células crecen hasta alcanzar un 90% de confluencia,
necesitan ser resembradas a menor densidad. Para ello se aspiré el medio de cultivo,
se afadié un ml de medio y se despegaron las células con ayuda de una micropipeta,
asegurandose bajo microscopio de que la mayoria se despegaran. Una vez
despegadas del fondo, se separaron los agregados formados, se diluyé la muestra y se

55



Material y Métodos

sembraron nuevos frascos a la densidad deseada en 5 ml de medio de crecimiento, o
placas en el caso de la transfeccion. Las células se mantuvieron en el incubador en
una atmoésfera de 5% de CO, y a 37 2C y el medio se cambié cada 2-3 dias. Este
procedimiento se realiz6 normalmente una vez por semana, ya que es el tiempo que
tardan las células en volver a alcanzar dicha confluencia.

3.2.2.2 Transfeccion

La modulacion del canal hERG por el receptor a;,-AR fue estudiada mediante la
transfeccién transitoria expresando el receptor a;,-AR en la linea que expresa de
forma estable el canal hERG. Para estas transfecciones se usaron 1 ug de DNA del
receptor a;,-AR y 0,2 pg de DNA de la proteina GFP, este Ultimo como marcador de
transfeccién y asi poder estimar la eficiencia de la transfeccion e identificar las células
transfectadas mediante estimulaciéon con una lampara de fluorescencia. En el caso de
los mutantes, se usaron 4 ug de DNA de los mutantes D-hERG y NTK-hERG, 1 ug de
DNA del receptor a;,-AR y 0,2 ug de DNA de la proteina GFP.

Para que la transfeccién fuese exitosa, la confluencia en las placas debia ser elevada,
en torno al 70-80%. En el proceso se utilizé el reactivo Lipofectamine 2000
(Invitrogen) o Fugene 6 (Roche) siguiendo las indicaciones del fabricante [figura 16].

DNA plasmidico
o

R

Liposomas

¥ con DNA

i %%‘ DNA libre
VAN

Lipofectamina Endocitosis
2000 /Fugene 6

[

Figura 16. Esquema del método de transfeccién. EIl DNA plasmidico se junta con Lipofectamina
2000/Fugene 6 y mediante endocitosis el DNA plasmidico entra en la célula. (Modificada de
http://www.molecularstation.com).

56



Material y Métodos

3.2.3 Deteccion de proteinas

3.2.3.1 Enriquecimiento de la membrana plasmatica

Entre cuarenta y ocho y setenta y dos horas después de la transfeccion, las células se
despegaron del fondo como anteriormente estd descrito para asi obtener la muestra
celular.

Una vez obtenidas las muestras celulares, cada muestra fue divida en dos grupos: el
grupo control y el estimulado con 20 uM del agonista especifico del receptor a;,-AR
(fenilefrina). Después del tiempo de incubacién, se recogieron en un tubo para su
posterior centrifugacién a 1000 g durante 10 minutos con el fin de depositarlas.
Seguidamente, se elimind el sobrenadante y se afadié al pellet tampdn de
homogeneizacion. Con un homogenizador de vidrio se homogeneizaron las células
durante 1 minuto en hielo. Después, se realizé una segunda centrifugaciéon (500 g
durante 5 minutos) para depositar los nlcleos y las células sin romper. Se recogié el
sobrenadante y el pellet se volvio a homogeneizar, volviéndolo a centrifugar (500 g
durante 5 minutos). Seguidamente, el sobrenadante obtenido se centrifugd (20000 g
durante 30 minutos). Tras esta Ultima centrifugacion el sobrenadante fue eliminado y
se resuspendid el pellet en tampdén de homogenizacion. Se reservd parte de la
muestra para la determinacién de proteina mediante el método de Bradford. Por
ultimo, la suspension de membranas fue almacenada a -80 °C hasta su posterior
utilizacion.

3.2.3.2 Cuantificacién de proteinas mediante el método de Bradford

Antes de la inmunodeteccidon de proteinas, es necesario determinar la concentracion
proteica en cada muestra, para partir de la misma cantidad de proteina total y asi
poder comparar de forma equitativa las bandas de expresién obtenidas en el Western
blot. Para ello, dicha determinacidn se realiz6 mediante el método de Bradford. Este
método se basa en el uso del colorante Azul brillante de Coomassie (Coomassie
Brilliant Blue G-250), el cual se une a las proteinas en una solucién acida causando un
cambio en la longitud de onda de absorcién maxima del colorante, de 465 nm a 595
nm. Para la determinacién de la concentracién de proteinas se realiza la lectura a 595
nm y se compara con una curva patréon de concentraciones conocidas de BSA.
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3.2.3.3 Electroforesis y Western blot

Esta metodologia se utiliza para identificar de forma exacta y diferencial una proteina
determinada. Esta técnica utiliza la separaciéon electroforética de proteinas acoplada a
la deteccién inmunoquimica mediante el uso de anticuerpos, los cuales se van a unir
especificamente a la proteina de estudio.

En el presente estudio esta técnica fue utilizada para determinar la expresiéon del
canal hERG, el receptor a;,-AR y los niveles de fosforilaciéon de los aminoacidos
Treonina, Tirosina y Serina.

La técnica de Western blot se divide en diferentes etapas: electroforesis en geles de
poliacrilamida, electrotransferencia e imnunodeteccién. A continuacién detallaremos
en profundidad cada una de las etapas de la técnica.

A todas las muestras se les adicioné un volumen de tampén de muestra segun la
concentracién de proteina que fuera necesaria. A continuacién las proteinas fueron
desnaturalizadas calentando las muestras a 100 2C durante 5 minutos.

3.2.3.3.1 Preparacion de los geles de electroforesis

Las muestras fueron separadas en geles de poliacrilamida discontinuos, los cuales
estaban formados por un gel concentrador y un gel separador. Ambos geles estaban
compuestos por una mezcla de acrilamida y bis-acrilamida. La polimerizacién de los
geles se inicié por la adicién de los compuestos persulfato aménico y TEMED. Ademas,
el gen concentrador presentaba un tamafio de poro mayor debido a que contenia
menor cantidad de acrilamida. Este hecho favorecié la concentracién de todas las
proteinas de la muestra en una Unica banda, justo antes de la entrada de las mismas
en el gel separador, donde las proteinas fueron separadas de acuerdo a su masa
molecular.

En primer lugar se prepard la solucién del gel separador. Esta solucién fue vertida en
el interior de los cristales de polimerizacion y a continuacidon se anadié agua para
favorecer la polimerizacién adecuada del gel. Una vez polimerizada la parte del gel
separador, se procedié a la preparaciéon del gel concentrador. Esta solucién fue vertida
encima del gel separador, después de quitar el agua, ajustando en la parte superior de
la misma los peines necesarios para formar las calles del gel.
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3.2.3.3.2 Carga de muestras y electroforesis

Una vez que el gel concentrador estaba polimerizado, los peines fueron retirados
cuidadosamente. Los cristales que contenian los geles fueron colocados en la cubeta
de electroforesis, la cual fue rellenada con el tampdn de electroforesis.

En los carriles extremos de cada gel se cargd el marcador de peso molecular, el cual
era de un rango comprendido entre 10 y 250 kDa (SeeBlue pre-Stained Standard, Bio-
Rad). Después de cargar las muestras en las correspondientes calles, se conectaron
los bornes de la cubeta de electroforesis a la fuente de alimentacién seleccionando un
voltaje constante de 80 V hasta que todas las proteinas de la muestra se concentraron
en una Unica banda. Una vez que la banda hubo llegado al gel de separacién, se
cambid el voltaje a 130 V. La electroforesis se considerd finalizada una vez que el
frente llegara al final del gel.

3.2.3.3.3 Electrotransferencia

Una vez que las proteinas habian sido separadas en funcién de su peso molecular,
éstas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Amersham Biosciences),
activadas previamente sumergiéndolas durante 5 minutos en agua y 15 minutos en
tampén de transferencia reutilizado. Después, se prepararon los sandwiches de
transferencia. Para ello se colocaron 1 esponja (antes sumergido en el tampdén de
montar), en una cara del sdndwich, después 3 papeles Whatman del tamafio del gel
(antes sumergidos en el tampdn de montar), seguido la membrana de nitrocelulosa,
encima de ésta el gel, otros 3 papeles Whatman y por ultimo otra esponja. Se cerré el
sandwich y se colocé en la cubeta de transferencia con tampén de transferencia y
hielo en agitacién. Seguidamente, se aplicé una corriente de 300 mA durante 90

minutos.
3.2.3.4 Inmunodeteccidn
3.2.3.4.1 Bloqueo de sitios de unién inespecificos en la membrana

Una vez terminada la transferencia, fue necesario el bloqueo de sitios de unién
inespecificos en la membrana. Para ello, se incub6 la membrana de transferencia con
la solucién de bloqueo, durante 60 minutos en agitacion suave.
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3.2.3.4.2 Incubacién con el anticuerpo primario

Una vez que se habian blogueado los sitios de unién inespecificos, procedimos a la
incubacién de la membrana con el anticuerpo primario correspondiente. La solucién
de incubacién utilizada fue la solucion de bloqueo a la cual afadimos una
concentracién determinada de anticuerpo primario. La incubacion de los anticuerpos
primarios se realiz6 a una temperatura de 4 °C, en agitacién suave durante toda la
noche.

Después del periodo de incubacién, la membrana fue sometida a 4 lavados de 10 de
minutos y agitacién suave con la solucién PBS-TWEEN 20.

3.2.3.4.3 Incubacién con el anticuerpo secundario

Después de la etapa de lavado, se procedié a la incubacién de la membrana con el
anticuerpo secundario correspondiente durante 2 horas a temperatura ambiente, en
agitacion suave. En este caso la solucion utilizada también fue la de bloqueo. El
anticuerpo secundario reconoce el anticuerpo primario ya fijado en la membrana
ademas de tener unida la enzima peroxidasa.

3.2.3.4.4 Deteccion por quimioluminiscencia

Una vez terminada la incubacidn, se realizaron 4 lavados con PBS-TWEEN 20 de 10
minutos cada uno con agitacién suave para eliminar el anticuerpo secundario
sobrante.

Para llevar a cabo el revelado, la membrana se incubd con las soluciones de revelado
durante 5 minutos. La peroxidasa oxida el luminol y éste oxidado emite luz, lo que
revela la banda exponiendo la membrana a un analizador de imagenes digital.

3.2.3.4.5 Stripping

Con el fin de detectar otra proteina en la misma membrana, una vez revelada la
membrana, se realizaron dos incubaciones con la solucién de stripping de 15 minutos
a 60°C y agitacién suave para eliminar los restos del anticuerpo. Seguidamente, se
hicieron dos lavados de PBS-TWEEN 20 de 10 minutos de duracién cada uno para
después bloquear y retefiir la membrana como anteriormente esta descrito.
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3.2.3.5 Andlisis de imagen

Una vez obtenidas las bandas correspondientes a las proteinas de estudio, se utilizé el
programa Molecular Imaging Software de Kodak para la cuantificaciéon del grado de
fosforilacion del canal. En dicha cuantificacion se midieron las intensidades de las
bandas obtenidas en el Western blot. Después, los datos fueron analizados mediante
el test “t” de Student, considerando significativo el valor de p menor a 0,05.

3.2.4. Técnica de registro electrofisiolégico

3.2.4.1 Técnica Patch-Clamp

Esta técnica de pinzamiento de membrana se basa en poner en contacto una
micropipeta de borosilicato con un didmetro de punta aproximado de 2,5 um con la
membrana de una célula con la ayuda del microscopio invertido, el macromanipulador
y el micromanipulador. Después de la aplicacién de una pequefa succién en la pipeta
se forma un sello de alta resistencia (del orden de GQ) entre la pipeta y la membrana.
A través de la pipeta, que lleva un electrodo en su interior, se inyecta a la célula la
corriente necesaria para mantener el potencial de membrana fijado en el nivel
deseado, se aplican los diferentes protocolos de estimulacion y se registran las
corrientes idnicas resultantes a través del amplificador electrénico conectado a la
pipeta.

Con el amplificador se fija el potencial de membrana a un valor determinado y se
registra la corriente generada. ElI amplificador dispone ademds de circuitos
electrénicos que permiten compensar tanto las capacidades de la pipeta y de la
célula, asi como la resistencia en serie.

Los pulsos de potencial se generan en el ordenador y son convertidos en analdgicos
con el convertidor digital/analégico de la interfase. Del mismo modo, la corriente
generada por la célula es digitalizada con el conversor analégico/digital.

La modalidad utilizada para medir las corrientes macroscépicas de potasio fue la de
“célula entera” o “whole-cell”. Para ello, una vez formado el gigasello, se aplica una
ligera succién rompiendo el parche de membrana comprendido en la punta de la
pipeta, estableciéndose un contacto entre la solucién de la pipeta y el medio
intracelular [figura 17].
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Figura 17. Esquema en el que representa la modalidad de “célula entera”. Formacién del
gigasello (tomada de http://www-users.york.ac.uk) y ruptura del parche de membrana. (Tomadas de
Alday, 2009).

3.2.4.2 Procedimiento experimental

Antes de comenzar, se prepara el equipo de registro. Para ello, se rellena el sistema
de perfusidon con cada una de las soluciones y se purgan las vias para eliminar las
burbujas de las vias de perfusion.

Posteriormente se colocan las células en una camara de 0,5 ml de volumen montada
en el microscopio invertido, donde las dejamos reposar durante 10-15 minutos para
que se posen en el fondo de la misma. Tras este periodo, abrimos la perfusion por la
que se hace pasar la disolucion externa durante 10 minutos para que las células se
habitlen al medio.

A continuacién se fabrican las micropipetas utilizando el estirador de pipetas vertical y
se rellenan con la solucién interna correspondiente utilizando una jeringa adecuada al
diametro del vidrio. En este proceso no debe quedar ninguna burbuja de aire ya que
impediria el contacto eléctrico entre el electrodo y la solucién. Se sitla la micropipeta
en el soporte del electrodo asegurandose el contacto entre la solucién interna y el
electrodo. Ademas, introducimos en la camara el electrodo de referencia.

Tras esto, introducimos la punta de la pipeta en la disolucién de la camara aplicando a
través de ella pulsos de -10 mV a una frecuencia de 50 Hz. Estos pulsos se registran
en la pantalla del ordenador como una deflexion negativa de la linea isoeléctrica de
corriente. Midiendo la amplitud de esta deflexion de corriente y sabiendo que la
diferencia de potencial que hemos aplicado es de -10 mV, el programa de registro
calcula automaticamente la resistencia de la pipeta mediante la ley de Ohm:

V = IR, donde V es voltaje, | es corriente y R es resistencia.
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La aproximacién de la pipeta a la célula se realiza primeramente con el
macromanipulador, y una vez situada la punta de la pipeta en las inmediaciones de la
célula elegida, se hace uso del micromanipulador [figura 18]. El control de estas
operaciones se realiza visualmente bajo el microscopio. Cuando la punta de la pipeta
se acerca a la membrana de la célula, la resistencia aumenta. En ese momento se
aplica una ligera succién (presion negativa) en el interior de la micropipeta, por lo que
una pequena porcidon de la membrana celular se invagina en el interior de la pipeta
formandose el gigasello entre la punta de la micropipeta y la membrana celular [figura
17]. Al formarse el sello la deflexion de corriente registrada se reduce en relacién
directa a la resistencia del microelectrodo. En este momento sdélo se registra la
corriente capacitiva de la pipeta en respuesta a los pulsos de voltaje. La corriente
capacitiva es compensada con el amplificador.

Figura 18. Secuencia de aproximacion de la pipeta a la superficie de la célula. La pipeta de
borosilicato se aproxima paulatinamente hacia el miocito hasta que entra en contacto con la
membrana del mismo, formandose un gigasello.

Llegados a este punto, se aplica un potencial negativo para aproximarse a las
condiciones de potencial de la célula en reposo, -80 mV, y se aplica una succién en la
pipeta consiguiendo que el parche de membrana se rompa. Asi, se establece un
acceso de baja resistencia al interior de la célula, permitiendo estudiar las
propiedades eléctricas de toda la membrana celular [figura 17].

Tras la ruptura del parche de membrana se produce una didlisis entre la disolucién

interna de la pipeta y el interior de la célula. Una vez roto el parche surge una nueva
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corriente de aparicién casi instantanea y de desaparicién rapida, que es la corriente
necesaria para cargar la capacidad de la membrana.

Antes de comenzar a registrar las corrientes, se compensa la capacidad de la
membrana y las resistencias en serie. En estas condiciones se fija el voltaje de toda la
membrana y se registra la corriente iénica resultante de todos los canales presentes
en la membrana.

3.2.4.3 Protocolo utilizado en los registros de corriente idnica

Para registrar la corriente hERG de las células HEK-293, éstas se mantuvieron a un
potencial de mantenimiento de -80 mV. Se empledé un protocolo de registro que
consiste en aplicar un prepulso despolarizante de 2 segundos de duracién desde un
potencial de -40 mV hasta +70 mV en incrementos de 10 mV. Inmediatamente
después se registra la corriente de cola durante la repolarizacién aplicando un pulso a
-40 mV durante 5 segundos, volviendo después a su potencial de reposo [figura 19].

La amplitud de la corriente de cola depende del potencial del prepulso que le precede
y permite medir la activaciéon del canal.

+70 mV :
| -40 mV

-80 mV __ ' _-80 mV
2s 5s

Figura 19. Esquema del protocolo de estimulacién. La célula se mantiene a un potencial de reposo
de -80 mV y se le aplica un prepulso despolarizante de 2 segundos de duracién desde un potencial de -40
mV hasta +70 mV. Inmediatamente después se mide la corriente de cola durante la repolarizacién
aplicando un pulso de -40 mV durante 5 segundos, volviendo a su potencial de reposo.

Los canales hERG a -80 mV se encuentran en estado de reposo. La corriente aumenta
a potenciales por encima de -40 mV ya que los canales pasan del estado de reposo al
activo, pero disminuye con la despolarizacion por encima de 0 mV debido a la
inactivacién del canal (rectificacién del canal). La corriente de cola en la repolarizacién
desde voltajes positivos se debe a la rdpida recuperacién de los canales inactivados al
estado abierto. Esta corriente de cola sirve para medir la dependencia de voltaje de la
activacion del canal. Finalmente del estado activo pasan al de reposo con una lenta
deactivacion.
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3.2.4.4 Adquisicion y analisis de los datos

La adquisicién de datos y parte del analisis se han realizado con el programa pClamp.
Los protocolos de estimulacién eléctrica fueron controlados por el CLAMPEX 10.2, que
permite definir los protocolos de estimulacién. Para analizar los registros
electrofisioldgicos se ha utilizado CLAMPFIT 10.2.

Curva densidad de corriente-voltaje: el grafico se obtiene de la mediciéon de la
corriente al final de los prepulsos del protocolo. La corriente fue normalizada con la
capacidad de la célula.

Curva de activacion o dependencia de voltaje de activacidn: para calcular la
dependencia de voltaje de activacidon se midié la amplitud de la corriente de cola, ya
que los canales pasan del estado inactivo al abierto. Las corrientes fueron
normalizadas a la corriente méxima para comparar las células entre si. Se graficé la
curva de activacién (corriente respecto al voltaje del prepulso). Dicha curva fue
ajustada a una ecuacién Boltzman la cual calcula el voltaje medio de la activacién, es
decir, el voltaje en el que el 50% de los canales esta abierto.

f(v)=1/[1 + eIV jonde:

V = voltaje del prepulso
V,, =voltaje medio de activacién
V. = pendiente. Indica la dependencia de voltaje de la activacion.

Deactivacion de la corriente: mediante este parametro se mide el tiempo que
necesita el canal para pasar del estado abierto al de reposo. La caida de la corriente

de cola se ajusté a una exponencial de primer orden:

f(t)=A-eT

, donde:
t = tiempo

A = amplitud del componente

T = constante de tiempo de deactivacién de los canales
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A lo largo de todo el apartado de resultados, los datos se expresan como Media =
error estandar. El andlisis estadistico de los datos se realizo empleando el test “t” de
Student para muestras apareadas o no apareadas de las medias considerando

estadisticamente significativos valores de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Efecto de la estimulacion del receptor a,,-AR sobre la corriente
hERG

Para llevar a cabo los objetivos de esta Tesis Doctoral, en primer lugar se quiso
estudiar cudl es el efecto de la estimulaciéon del receptor a;,-AR sobre la corriente
hERG. Para ello las células HEK-293 fueron transfectadas con el pldsmido del canal
hERG, el receptor a;a-AR y la proteina GFP. En la figura 20 se pueden observar las
células transfectadas de color verde debido a la proteina fluorescente verde (GFP).

Figura 20. Células HEK-293 transfectadas con el canal hERG, el receptor a,,-AR y GFP. A Ia
derecha se muestran las células vistas con luz normal y a la izquierda estimuladas con luz UV.

Aunque la GFP se utilizd6 como marcador de la transfeccién, se realizaron varios
Western blot con el fin de mostrar que tanto el canal hERG como el receptor se
expresaban en la membrana celular [figura 21].

A B

HEK-293 HEK-hERG HEK-293 HEK+ o;,-AR

Figura 21. Detecciéon del canal hERG y del receptor a,,-AR en las células HEK-293. A Deteccién

del canal hERG en células HEK-293 sin transfectar y transfectadas con el canal hERG. B Deteccién del
receptor a;,-AR en células HEK-293 sin transfectar y transfectadas con el receptor a;,-AR.

Después de verificar la expresién de las proteinas de interés, se probaron dos
anticuerpos comerciales anti-hERG de distinto origen para comprobar si existia alguna

diferencia entre si. Observamos que el anticuerpo anti-hERG obtenido en conejo
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detectdé una sola banda del canal hERG [figura 21, 22], mientras que el anticuerpo
anti-hERG obtenido en cabra detecté dos bandas correspondientes al canal [figura 22].
Estas dos bandas de distinta masa molecular corresponden a la forma madura (155
kDa) y a la forma inmadura (135 kDa) del canal [Cockeril et &. 20071 pgarg |os posteriores
experimentos se utilizdé el anticuerpo que detectd las dos bandas, es decir, el anti-
hERG obtenido en cabra, ya que podria dar mas informacion.

A B

Anti-hERG (conejo) Anti-hERG (cabra)

& " =

Figura 22. Deteccion del canal hERG con dos anticuerpos de distinto origen. A Deteccién del

canal hERG utilizando el anti-hERG obtenido en conejo en el cual solo aparece una banda mas gruesa. B
Deteccién del canal hERG utilizando el anti-hERG obtenido en cabra. En este caso se detectan las dos
bandas (madura e inmadura) del canal hERG.

Aunque los primeros experimentos fueron realizados transfectando el canal hERG en
las células HEK-293, posteriormente el Dr. January nos cedié la linea celular que
expresa de forma estable el canal hERG y fue utilizada durante la mayoria de los
siguientes experimentos.

Una vez visto que las proteinas se expresaban bien en la membrana celular, el
siguiente paso fue registrar la corriente hERG utilizando la configuraciéon de célula
entera de la técnica de Patch Clamp. Utilizando el protocolo de estimulacién detallado
en la seccidon de material y métodos obtuvimos el registro de la figura 23.

Los canales hERG a -80 mV se encuentran en estado de reposo. La corriente aumenta
a potenciales por encima de -40 mV ya que los canales pasan del estado de reposo al
activo, pero disminuye con la despolarizacién por encima de 0 mV debido a su
inactivacién. La inusual dependencia de voltaje de la corriente hERG resulta de la
rapida inactivacién dependiente de voltaje tipo C que limita el flujo de iones de K* a
voltajes positivos. La corriente de cola en la repolarizacién desde voltajes positivos se
debe a la rapida recuperacién de los canales inactivados al estado abierto. Finalmente
del estado activo pasan al de reposo con una lenta deactivacién.
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Figura 23. Registro de la corriente hERG. Registro de la corriente hERG obtenida después de
estimular la célula con prepulsos despolarizantes seguidos de un pulso repolarizante a -40 mV para medir

la corriente de cola.

Una vez obtenido el registro, se graficé la curva densidad de corriente-voltaje [figura
24] con la corriente obtenida en el prepulso del protocolo. Para ello la corriente fue
normalizada a la capacidad de la célula y asi poder comparar corrientes de diferentes

células.

30

20

dl (pA/pF)

-50 -40 -30 -20 -10 O 10 20 30 40 50 60

Voltaje (mV)

Figura 24. Curva densidad de corriente-voltaje. La densidad de corriente estd normalizada a la
capacidad de las células. La corriente hERG aumenta a potenciales despolarizados hasta llegar a un
maximo. A partir de él, la corriente no rectifica y se mantiene constante debido a las corrientes

enddgenas de las células HEK-293.

La curva densidad de corriente-voltaje de la corriente hERG tiene forma tipica de
campana debida a la rapida inactivacion que provoca una reducciéon de la
conductancia dependiente de voltaje. En este caso una vez que alcanza el maximo la
corriente no se reduce debido a la contribuciéon de las corrientes enddgenas de las
células HEK-293. Para graficar estos datos solamente se han tenido en cuenta los
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potenciales entre -40 mV y +50 mV, ya que la contribucién de las corrientes

enddgenas fue mayor a potenciales superiores.

Para calcular la dependencia de voltaje de la activacién de la corriente hERG se midid
la amplitud de la corriente de cola. Las corrientes fueron normalizadas a la corriente
maxima y se graficd la curva de activacion (corriente respecto al voltaje) [figura 25].
Dicha curva fue ajustada a una ecuacién Boltzman la cual calcula el voltaje medio de
la activacién (V,), es decir, el voltaje en el que el 50% de los canales esta abierto. En
este caso el voltaje medio de activacién de la corriente hERG es de 10,92+1,93 mV.
(Al final de la seccién de resultados se muestran resumidos los datos del voltaje medio

de activacién de todos los grupos experimentales).

I/imax

-40 -20 0 20 40 60 80
Voltaje (mV)

Figura 25. Curva de activaciéon de la corriente hERG. La corriente estd normalizada a la corriente
maxima. La curva de activacién se ajusta a la ecuacién de Boltzman. El V, de activacién es el voltaje al
cual el 50% de los canales estédn abiertos.

El Ultimo pardmetro que se midié fue el tiempo que el canal necesita para pasar del
estado activo al de reposo, es decir la deactivaciéon de la corriente. Para ello, la caida

de la corriente se ajustd a una ecuacién exponencial [figura 26].

Figura 26. Ajuste de la deactivacion de la corriente hERG. Registro del trazo a 0 mV de la corriente
hERG vy el ajuste de la caida de la deactivacién de la corriente hERG a una exponencial (trazo rojo).
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Como se puede observar en la figura 26, la corriente hERG muestra una deactivacién
muy lenta, con una constante de tiempo de 1331,3+74,41 ms que incluso no llega a
ser total al final del pulso de 5 segundos. (Al final de la seccién de resultados se
muestran resumidos los datos de la deactivacion de todos los grupos experimentales).

Una vez analizada la corriente hERG en condiciones control, la célula fue estimulada
con 20 pM de fenilefrina durante 5 minutos de perfusién [figura 27] con el fin de
estudiar el efecto de la estimulacién del receptor a;,-AR sobre la corriente hERG. La
normalizacién de las corrientes se realizd para poder comparar distintas células entre
si. En el caso de la curva densidad de corriente-voltaje la amplitud se normalizé
respecto a la capacidad de la célula, mientras que la curva de activacién se normalizé
respecto a la amplitud maxima de cada corriente.

500 pA

1000 ms 500 pA

Efq_\ 1000 ms

Figura 27. Registro de la corriente hERG en presencia del receptor a,,-AR. Registro de la
corriente en ausencia (izquierda) vs. presencia de 20 uM de fenilefrina (derecha).

Como se observa en la figura 27, el registro cambia de aspecto en presencia de
fenilefrina. Se observa una reduccion de la amplitud de la corriente tanto en los
prepulsos como en la corriente de cola. Ademas, los prepulsos de la corriente son mas
lineales y la amplitud de cada prepulso es mas o menos constante en el tiempo. La
deactivacion también se ve alterada en presencia del agonista, mostrandose mas
rapida.

La fenilefrina provoca una perdida en la forma de campana en la curva densidad de
corriente-voltaje [figura 28A], haciéndola mas lineal ademas de reducir la densidad de
la corriente. Del mismo modo, la fenilefrina desplaza la curva de activaciéon hacia
valores mas positivos alterando asi el voltaje medio de activacién (10,92+1,93 vs.
26,77£2,15 mV, p=0,0001) [figura 28B].
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Figura 28. Curva densidad de corriente-voltaje (A) y curva de activaciéon (B) de la corriente
hERG. A Representacion de la densidad de la corriente hERG en ausencia (trazo negro) y en presencia de
20 uM de fenilefrina (trazo rojo) respecto al voltaje. B Representacién de la curva de activacién
normalizada a la corriente maxima en ausencia (trazo negro) y en presencia de 20 UM de fenilefrina
(trazo rojo) respecto al voltaje. (Media + error estandar).

Analizando la deactivacion de la corriente, la fenilefrina reduce significativamente el
tiempo que el canal necesita para pasar del estado abierto al de reposo
(1331,3+74,41 vs. 638,97+43,93 ms, p< 0,0001).

La fenilefrina induce varios cambios en la corriente hERG. Por un lado se ha
mencionado que la fenilefrina reduce la amplitud de la corriente. En este caso, esta
disminuciéon de la corriente no se puede achacar completamente al efecto provocado
por la estimulacién del receptor a;,-AR ya que esta corriente muestra run-down, es
decir, muestra una disminucién de la amplitud de la corriente hERG durante el tiempo.

Por otro lado, la densidad de corriente-voltaje pierde la forma de campana debido al
aumento de la contribucién de las corrientes enddgenas de las propias células ya que
a potenciales muy positivos el canal hERG no deberia de conducir corriente.

Finalmente, la estimulacidon del receptor a;,-AR desplaza el V, de activacién hacia
valores mas positivos. Asi, a un determinado potencial el canal conduce menos
cuando el receptor a,,-AR es estimulado. También se observa que la deactivacion del
canal estd acelerada.

4.2 Efecto directo de la fenilefrina sobre el canal hERG

Como el canal hERG es muy susceptible al bloqueo por muchas sustancias, se quiso
comprobar si la fenilefrina tenia algin efecto directo sobre el canal ya que en los
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registros realizados hasta el momento se vio que la fenilefrina afectaba rapidamente a
la deactivacion del canal.

Para ello se registraron células sin transfectar con el receptor a;,-AR. En la figura 29 se
observa como afecta la fenilefrina a la deactivacion del canal. Una vez aplicada la
fenilefrina, la deactivacién de la corriente hERG es mucho mas rapida que en
condiciones control, lo que supone un bloqueo directo del canal provocado por el
agonista especifico del receptor a;,-AR (1420,7+98,71 vs. 998+85,06 ms, p<0,0001).
Por lo tanto, los datos de la deactivacién solo se utilizaron como referencia de

perfusion de la fenilefrina.

400 pA
400 pA

1000 ms
1000 ms

o r - r—

Figura 29. Registro de la corriente hERG en ausencia del receptor a,,-AR. Registro de la
corriente en ausencia (izquierda) vs. presencia de 20 uM de fenilefrina (derecha).

En cuanto a los valores de densidad de corriente respecto al voltaje, observamos que
la corriente es similar en ausencia y en presencia de la fenilefrina [figura 30A]. A lo
gue la curva de activacion se refiere, no se observaron diferencias significativas, lo
gue sugiere que el desplazamiento del voltaje medio de activacion observado en el
anterior grupo de experimentos no es debido a un efecto directo de la fenilefrina sobre
el canal sino a un efecto de la fenilefrina sobre el receptor a;,-AR (-1,73+2,37 vs. -
4+2,54 mV, n.s.) [figura 30B].
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Figura 30. Curva densidad de corriente-voltaje (A) y curva de activacion (B) de la corriente
hERG en ausencia del receptor a,,-AR. A Representacién de la densidad de la corriente hERG en
ausencia (trazo negro) y en presencia de 20 pM de fenilefrina (trazo rojo) respecto al voltaje. B
Representacién de la curva de activaciéon normalizada a la corriente maxima en ausencia (trazo negro) y
en presencia de 20 uM de fenilefrina (trazo rojo) respecto al voltaje. (Media % error estandar).

Es por todo ello, que los resultados del efecto de la fenilefrina sobre el canal no se han
presentado como el cambio de la amplitud de la corriente sino como el cambio en el
voltaje medio de activacién, aunque también se presentan las curvas densidad de

corriente-voltaje.

4.3 El efecto de la fenilefrina sobre la curva de activacion de la
corriente hERG se debe a la activacion del receptor a,,-AR

Para comprobar que el desplazamiento de la curva de activacién es debido a la
estimulaciéon del receptor a;,-AR, quisimos bloquear el receptor a,,-AR. Visto que la
fenilefrina tuvo un efecto directo sobre el canal hERG, primero se optd por examinar si
también se bloqueaba directamente con el antagonista especifico del receptor a;,-AR,
el 5-Metil-Urapidil.

Se utilizaron las células de la linea que expresa de forma estable el canal hERG sin
transfectar con el receptor a;,-AR y se registré la corriente en ausencia y presencia del
antagonista del receptor [figura 31].

Como se observa en la figura 31, la deactivaciéon del canal hERG se ve acelerada en
presencia del antagonista 5-Metil-Urapidil (1666+129,89 vs. 1294,5+130,16 ms,
p<0,0001).
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200 pA

1000 ms

Figura 31. Registro de la corriente hERG en ausencia del receptor a,,-AR. Registro de la
corriente en ausencia (izquierda) vs. presencia de 100 nM de 5-Metil-Urapidil (derecha).

Respecto a la curva densidad de corriente-voltaje se observa una reduccién de la
corriente en presencia del antagonista. El uso del 5-Metil-Urapidil tampoco afecta al
voltaje medio de activacién de los canales (8,81+£2,07 vs. 8+2,23 mV, n.s.) [figura 32].
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Figura 32. Curva densidad de corriente-voltaje (A) y curva de activacion (B) de la corriente
hERG en ausencia del receptor a,,-AR. A Representacién de la densidad de la corriente hERG en
ausencia (trazo negro) y en presencia de 100 nM de 5-Metil-Urapidil (trazo rojo) respecto al voltaje. B
Representacién de la curva de activaciéon normalizada a la corriente maxima en ausencia (trazo negro) y
en presencia de 100 nM de 5-Metil-Urapidil (trazo rojo) respecto al voltaje. (Media + error estandar).

Una vez comprobado que el antagonista del receptor a,,-AR solo afecté a la velocidad
de la deactivaciéon sugiriendo un bloqueo del canal, se comprobd el efecto de la
fenilefrina sobre el canal con los receptores a;,-AR bloqueados con el antagonista 5-
Metil-Urapidil.

Para ello, se transfectaron las células HEK-hERG con el receptor a;,-AR y se registro la

corriente en presencia del bloqueante seguido de la estimulacion del receptor a;,-AR
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[figura 33]. Como era de esperar, la fenilefrina acelera la deactivacién de la corriente
hERG.

300 oA

1000 ms

Figura 33. Registro de la corriente hERG en presencia de 100nM de 5-Metil-Urapidil. Registro
de la corriente en ausencia (izquierda) vs. presencia de 20 uM de fenilefrina (derecha).

Tras el bloqueo del receptor «;,-AR con 5-Metil-Urapidil, la curva densidad de
corriente-voltaje aumenta tras la estimulacién del receptor con la fenilefrina a partir
de +10 mV [figura 34A]. En cambio, el voltaje medio de activacién es
significativamente mayor en presencia de la fenilefrina (8,45+4,94 vs. 15,05+5,49
mV, p=0,013) [figura 34B]. Sin embargo, este desplazamiento de la curva de
activacién es mucho menor que en ausencia del antagonista del receptor a;,-AR,

sugiriendo el bloqueo parcial de los receptores.

A B

1.0

0.8

0.4

dl (pA/pF)

I/Imax

0.2

0.0

-50 -40 -30 -20 -10 0 10 20 30 40 50 60

-0.2

T T T T T T 1
-40 -20 0 20 40 60 80

Voltaje (mV) Voltaje (mV)

Figura 34. Curva densidad de corriente-voltaje (A) y curva de activaciéon (B) de la corriente
hERG en presencia de 100nM de 5-Metil-Urapidil. A Representacién de la densidad de la corriente
hERG en ausencia (trazo negro) y en presencia de 20 uM de fenilefrina (trazo rojo) respecto al voltaje. B
Representacion de la curva de activacion normalizada a la corriente maxima en ausencia (trazo negro) y
en presencia de 20 uM de fenilefrina (trazo rojo) respecto al voltaje. (Media % error estandar).
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El bloqueo del receptor a;,-AR contrarresta el efecto del fenilefrina sobre la
estimulacién del receptor a;,-AR, indicando que el desplazamiento del V, de activacién
se debe a la estimulacién del receptor a;,-AR.

4.4 Importancia de la proteinas MinK y MiRP1 en la regulacién a,,-AR
del canal hERG

Una vez analizado el efecto de la fenilefrina sobre la corriente hERG en presencia y
ausencia del receptor a;,-AR y del antagonista del mismo, se quiso estudiar el papel
de las proteinas accesorias MinK y MiRP1 en la regulaciéon a,,-adrenérgica. Existen
diversos trabajos en los que demuestran la interaccién entre estas proteinas
accesorias y el canal hERG en sistemas heterdlogos, pero no esté claro cual de ellas es
la companera en el sistema nativo (revisado por por McCrossan & Abbott, 2004).

Para estudiar la corriente en estas condiciones, ademas de transfectar el receptor a;,-
AR a la linea que expresa de forma estable el canal hERG, también se transfectaron
las proteinas MinK o MiRP1 por separado. Como anteriormente, también se realizaron
Western blots para la deteccidon de estas proteinas en la membrana plasmatica [figura
35].

HEK-293 HEK + MinK HEK-293 HEK + MiRP1

Figura 35. Deteccion del MinK (A) y MiRP1 (B) en las células HEK-293. A Deteccion de la proteina
MinK en células HEK-293 sin transfectar y transfectadas con MinK. B Deteccién de la proteina MiRP1 en
células HEK-293 sin transfectar y transfectadas con MiRP1.

Después de comprobar la expresion en la membrana celular, se registraron las
corrientes en ausencia y presencia de MinK [figura 36].
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Figura 36. Registro de la corriente hERG en ausencia y en presencia de MinK. Registro de la
corriente en ausencia (izquierda) vs. presencia de MinK (derecha).

La curva densidad de corriente-voltaje no muestra grandes diferencias cuando el canal
se expresa solo o asociado a la proteina MinK [figura 37A]. El voltaje medio de
activacién de la corriente hERG a su vez, tampoco se encuentra modificado en
presencia de MinK (10,92+1,93 vs. 14,03+4,12 mV, n.s) [figura 37B]. Por ultimo, la
presencia de MinK provoca una deactivacién significativamente mas lenta de la
corriente hERG comparada con la deactivacion de la corriente en ausencia de ésta
(1331,3+74,41 vs. 2015,6+314,43 ms, p=0,0028).
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Figura 37. Curva densidad de corriente-voltaje (A) y curva de activacion (B) de la corriente
hERG en ausencia y presencia de MinK. A Representacién de la densidad de la corriente hERG en
ausencia (trazo negro) y en presencia de MinK (trazo rojo) respecto al voltaje. B Representacién de la
curva de activacién normalizada a la corriente mdxima en ausencia (trazo negro) y en presencia de MinK

(trazo rojo) respecto al voltaje. (Media + error estandar).

La figura 38 muestra el registro obtenido en células que expresan la proteina MinK en
ausencia y presencia de la fenilefrina. En presencia de la fenilefrina la deactivacién de

la corriente hERG se ve acelerada.
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Figura 38. Registro de la corriente hERG en presencia de MinK. Registro de la corriente en
ausencia (izquierda) vs. presencia de 20 uM de fenilefrina (derecha).

La curva densidad de corriente-voltaje se ve disminuida en presencia del agonista del
receptor a;,-AR [figura 39A]. La curva de activacién por su parte, esta afectada ya que
la estimulaciéon del receptor a;,-AR desplaza el voltaje medio de activacién hacia
valores mas positivos (14,03+4,12 vs. 27,72+3,16 mV, p=0,0017) [figura 39B]. El
voltaje medio de activacion se ve alterado de igual manera en ausencia o presencia de
MinK cuando la célula es estimulada con fenilefrina, lo que sugiere que la proteina
MinK no tiene un papel relevante en la regulacién de la corriente hERG por el receptor
a;,-AR.
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Figura 39. Curva densidad de corriente-voltaje (A) y curva de activacion (B) de la corriente
hERG en presencia de MinK. A Representacién de la densidad de la corriente hERG en ausencia (trazo
negro) y en presencia de 20 uM de fenilefrina (trazo rojo) respecto al voltaje. B Representacion de la
curva de activaciéon normalizada a la corriente méxima en ausencia (trazo negro) y en presencia de 20 uM

de fenilefrina (trazo rojo) respecto al voltaje. (Media + error estandar).

Después de analizar la corriente en presencia de MinK, se comprobd el
comportamiento de la corriente hERG en presencia de MiRP1 [figura 40]. La presencia
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de MiRP1 no altera practicamente la forma de la curva densidad de corriente-voltaje
[figura 41A]. Sin embargo, el voltaje medio de activacién es mucho mas negativo en
presencia de MiRP1 (10,92+1,93 vs. -1,29+3,26 mV, p=0,0023) [figura 41B]. En este
caso la proteina MiRP1 tampoco altera la deactivacién de la corriente hERG
(1331,3+74,41 vs. 1450,3+x117,65 ms, n.s.).
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Figura 40. Registro de la corriente hERG en ausencia y en presencia de MiRP1. Registro de la
corriente en ausencia (izquierda) vs. presencia de MiRP1 (derecha).
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Figura 41. Curva densidad de corriente-voltaje (A) y curva de activaciéon (B) de la corriente
hERG en ausencia y presencia de MiRP1. A Representacion de la densidad de la corriente hERG en
ausencia (trazo negro) y en presencia de MiRP1 (trazo rojo) respecto al voltaje. B Representacién de la
curva de activaciéon normalizada a la corriente maxima en ausencia (trazo negro) y en presencia de MiRP1
(trazo rojo) respecto al voltaje. (Media + error estandar).

Para estudiar la respuesta de la estimulacién del receptor a;,-AR en presencia de
MiRP1 se registré la corriente en presencia y ausencia de la fenilefrina [figura 42]. En
este caso también se observa la rapida deactivacion debido al bloqueo directo del

canal por la fenilefrina.
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Figura 42. Registro de la corriente hERG en presencia de MiRP1l. Registro de la corriente en
ausencia (izquierda) vs. presencia de 20 uM de fenilefrina (derecha).

Como ocurria con MinK, la curva densidad de corriente-voltaje de hERG-MiRP1 no
presenta grandes cambios en presencia de la fenilefrina [figura 43A]. El voltaje medio
de activacién también se ve desplazado hacia valores mas positivos cuando el
receptor a;,-AR es estimulado (-1,29+3,26 vs. 12,24+3,64 mV, p<0,0001) [figura
43B]. Este desplazamiento es similar al del grupo control, lo que sugiere que MiRP1
tampoco es importante en la regulaciéon de la corriente hERG por los receptores a;,-
AR.
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Figura 43. Curva densidad de corriente-voltaje (A) y curva de activacion (B) de la corriente
hERG en presencia de MiRP1. A Representacién de la densidad de la corriente hERG en ausencia
(trazo negro) y en presencia de 20 uM de fenilefrina (trazo rojo) respecto al voltaje. B Representacion de
la curva de activacién normalizada a la corriente mdxima en ausencia (trazo negro) y en presencia de 20

UM de fenilefrina (trazo rojo) respecto al voltaje. (Media * error estandar).
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4.5 Identificacion de la via intracelular que conecta el receptor a,,-AR
y el canal hERG

Llegados a este punto quisimos centrarnos en definir la ruta intracelular activada por
el receptor a;,-AR. Como anteriormente se ha mencionado no existe una idea clara
sobre los mecanismos puntuales de regulacion del canal hERG por los receptores a;,-
AR. El receptor a;,-AR es un receptor acoplado a proteina G. Este receptor esta
asociado clasicamente a la proteina G, a la cual se une para activarla. En su
activacion la proteina G, se disocia por una parte en el dimero By y la subunidad a, por
otra. La subunidad a, a su vez activa la fosfolipasa C (PLC), la cual hidroliza el
Fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP,) en Diacilglicerol (DAG) e Inositol 1,4,5-trifosfato
(IP;). La proteina quinasa C (PKC) es activada por el DAG y por la liberaciéon de Ca**
procedente del reticulo endoplasmatico el cual ha sido activado por el IP.

Segun algunos autores la estimulaciéon del receptor provoca la fosforilaciéon del canal
por PKC regulando asi la corriente [Thomas et dl. 2004b; Cockerill et 4l 20071 Qtros en cambio

achacan dicha regulacién al consumo de PIP, Bian etdl., 2001; Bian et &l., 20041

Para comprobar la participacion de los componentes de esta ruta intracelular se
utilizaron distintos compuestos que fueron afiadidos a la disolucion interna y la
corriente fue registrada 10 minutos después, asegurandose la dialisis al interior de la
célula.

La proteina Go, fue la primera que inhibimos ya que es el primer paso en esta ruta
intracelular. Para ello se utilizé 50 uM de GPant2A. Después de 10 minutos de diélisis
se registré la corriente en ausencia y en presencia de la fenilefrina [figura 441].

1000 ms 1000 s

. b. v

Figura 44. Registro de la corriente hERG en presencia de 50 pM de GPant2A. Registro de la
corriente en ausencia (izquierda) vs. presencia de 20 uM de fenilefrina (derecha).
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Como era de esperar, la estimulacién del receptor a;,-AR no provoca cambios en la
densidad de corriente-voltaje ni tampoco en el voltaje medio de activacion
(10,48+3,67 vs. 8,54+3,18 mV, n.s.) [figura 45], indicando que la proteina Gq, se
encuentra implicada en la ruta de regulacién de la corriente hERG.
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Figura 45. Curva densidad de corriente-voltaje (A) y curva de activaciéon (B) de la corriente
hERG en presencia de 50 pM de GPant2A. A Representacién de la densidad de la corriente hERG en
ausencia (trazo negro) y en presencia de 20 pM de fenilefrina (trazo rojo) respecto al voltaje. B
Representacion de la curva de activacion normalizada a la corriente maxima en ausencia (trazo negro) y
en presencia de 20 uM de fenilefrina (trazo rojo) respecto al voltaje. (Media % error estandar).

La proteina Gy, activa la PLC, con lo que el siguiente paso fue bloquear la PLC

dializando 1 mM de Neomicina durante 10 minutos [figura 46].

200 pA 200 pA

1000 ms

1000 ms

Figura 46. Registro de la corriente hERG en presencia de 1 mM de Neomicina. Registro de la
corriente en ausencia (izquierda) vs. presencia de 20 uM de fenilefrina (derecha).

El bloqueo de la PLC provoca el mismo resultado que el bloqueo de la Gq,, es decir, la
estimulacién del receptor a;,-AR no altera el voltaje medio de activacién (2,72+2,11
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vs. -0,54+3,29 mV, n.s.) [figura 47B], indicando su participacidbn en esta ruta

intracelular.
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Figura 47. Curva densidad de corriente-voltaje (A) y curva de activacion (B) de la corriente
hERG en presencia de 1 mM de Neomicina. A Representacién de la densidad de la corriente hERG en
ausencia (trazo negro) y en presencia de 20 pM de fenilefrina (trazo rojo) respecto al voltaje. B
Representacién de la curva de activaciéon normalizada a la corriente maxima en ausencia (trazo negro) y
en presencia de 20 uM de fenilefrina (trazo rojo) respecto al voltaje. (Media * error estandar).

La PLC hidroliza PIP, en DAG e IP; y estos activan PKC. Para comprobar la participacion
de PKC se utiliz6 10 uM de Bisindolilmaleimida-1 (BIM-1) como inhibidor de la misma
[figura 48].
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Figura 48. Registro de la corriente hERG en presencia de 10 pM de BIM-1. Registro de la
corriente en ausencia (izquierda) vs. presencia de 20 uM de fenilefrina (derecha).

En este caso, la estimulacidon del receptor a;,-AR provoca pequehos cambios en la
curva densidad de corriente-voltaje [figura 49A], pero sobre todo en el voltaje medio

86



Resultados

de activacion, desplazando la curva de activaciéon hacia valores mas despolarizados
(7,67+3,86 vs. 19,75+3,45 mV, p=0,0007) [figura 49B].
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Figura 49. Curva densidad de corriente-voltaje (A) y curva de activaciéon (B) de la corriente
hERG en presencia de 10 pM de BIM-1. A Representacion de la densidad de la corriente hERG en
ausencia (trazo negro) y en presencia de 20 pM de fenilefrina (trazo rojo) respecto al voltaje. B
Representacion de la curva de activacion normalizada a la corriente maxima en ausencia (trazo negro) y
en presencia de 20 uM de fenilefrina (trazo rojo) respecto al voltaje. (Media % error estandar).

La estimulacién del receptor a;,-AR provoca un desplazamiento del V, de activacion de
16 mV. Cuando PKC esta bloqueada, el desplazamiento disminuye a 12 mV. Estos
cuatro mV de diferencia podrian deberse a que PKC contribuye en la ruta de la
regulacion a,,-adrenérgica del canal hERG, con lo que no seria descartada de la ruta

intracelular.

Ademéds de inhibir PKC, en este trabajo se quiso bloquear la participacién de las
tirosina quinasas para ver si la regulacién del canal se veia afectada, ya que hay
autores que han descrito la participacion de éstas [cavabyab & Schiichter, 20021 " pgarg ello se
utilizé 50 uM de Genisteina y se registré la corriente en las mismas condiciones que

los grupos anteriores [figura 50].
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Figura 50. Registro de la corriente hERG en presencia de 50 pM de Genisteina. Registro de la
corriente en ausencia (izquierda) vs. presencia de 20 uM de fenilefrina (derecha).

El bloqueo de las tirosina quinasas no previene el efecto de la estimulacién del
receptor a;,-AR sobre el voltaje medio de activacién (10,32+3,42 vs. 25,88+3,01 mV,
p=0,0006) [figura 51B], mostrando que no son candidatas en la ruta de la regulacién

de la corriente por la estimulacién del receptor a;,-AR.
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Figura 51. Curva densidad de corriente-voltaje (A) y curva de activaciéon (B) de la corriente
hERG en presencia de 50 pM de Genisteina. A Representaciéon de la densidad de la corriente hERG
en ausencia (trazo negro) y en presencia de 20 uM de fenilefrina (trazo rojo) respecto al voltaje. B
Representacion de la curva de activacion normalizada a la corriente maxima en ausencia (trazo negro) y
en presencia de 20 uM de fenilefrina (trazo rojo) respecto al voltaje. (Media % error estandar).

Ademas de registrar la corriente en presencia de bloqueantes de PKC y de tirosina
quinasas, también se quiso observar mediante Western blot el grado de fosforilacion
del canal hERG. Para ello, las células previamente transfectadas con el canal hERG y el
receptor a;,-AR se separaron en dos grupos: control (sin estimulacion) y estimuladas
con 20 pM de fenilefrina. Después de la incubacién, se procedié a la obtencion de una

muestra enriquecida en membranas celulares para realizar el Western blot con el fin
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de analizar el grado de fosforilaciéon del canal [figura 52]. Para ello, se utilizaron
anticuerpos anti-P-Treonina, anti-P-Tirosina y anti-P-Serina.

En primer lugar, las membranas de nitrocelulosa se incubaron con el anticuerpo anti-
hERG y una vez reveladas se realizd un stripping para incubarlas con los anticuerpos
contra los distintos residuos fosforilados.

20puM
% Fen
NERG W -

P-Treonina

P-Tirosina w s

P-Serina NG

Figura 52. Fosforilacion del canal hERG. Western blot del canal hERG y de P-Treonina, P-Tirosina y P-
Serina. Se pueden observar las dos bandas que corresponden a la forma madura e inmadura del canal. La
forma madura del canal ya sea en condiciones control (&) o tratadas con fenilefrina (20 pM Fen) se
encuentra fosforilada en residuos de Treonina, de Tirosina y de Serina.

Como se observa en la figura 52, el canal se encuentra fosforilado tanto en ausencia
(d) como en presencia de fenilefrina (20 uM Fen) y la banda que se encontrd
fosforilada es la correspondiente a la forma madura del canal hERG.

Aunque a simple vista no se observaron diferencias significativas en el grado de
fosforilaciéon entre el grupo control y las tratadas, la intensidad de las distintas bandas
fue analizada mediante el analizador digital de imagen Molecular Imaging Software de
Kodak. Posteriormente, los datos obtenidos fueron comparados mediante el test “t” de
Student, no obteniendo diferencias estadisticamente significativas en el grado de
fosforilaciéon entre los grupos (100%+18,44 vs. 87,40%+18,29, n.s. para P-Treonina;
100%=17,50 vs. 100%=%=32,84, n.s. para P-Tirosina; 100%=+8,33 vs. 133,33%*22, n.s.
para P-Serina).

La activacion de la PLC hidroliza PIP, en IP; y DAG. Basdndose en la hipétesis de
algunos autores [Bian et &l. 2001; Bian et &l 20041 |55 cuales indican que la modificacién de
concentracién de PIP, puede ser la causante de la regulacién de la corriente, se
neutralizé PIP, utilizando 80 nM de anticuerpo contra él [figura 53].
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Figura 53. Registro de la corriente hERG en presencia de 80 nM de anti-PIP,. Registro de la
corriente en ausencia (izquierda) vs. presencia de 20 uM de fenilefrina (derecha).

PIP, parece estar implicado en la regulaciéon de la corriente hERG por el receptor a;,-
AR, ya que una vez eliminada su disponibilidad con el anticuerpo el voltaje medio de
activacién no varia al aplicar fenilefrina (0,18+2,64 vs. -0,34+5,12 mV, n.s.) [figura
54B]. El anticuerpo evita la hidrélisis de PIP, de manera que la via intracelular se ve
blogueada. En consecuencia, no se ve efecto de la estimulaciéon del receptor a;,-AR
sobre el V, de activacion de la corriente hERG, ya que se mantendria la posible
interaccion entre PIP, y el canal sugiriendo que es el consumo de PIP, lo que regula la
corriente hERG por el receptor a;,-AR.
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Figura 54. Curva densidad de corriente-voltaje (A) y curva de activaciéon (B) de la corriente
hERG en presencia de 80 nM de anti-PIP,. A Representacién de la densidad de la corriente hERG en
ausencia (trazo negro) y en presencia de 20 pM de fenilefrina (trazo rojo) respecto al voltaje. B
Representacién de la curva de activacién normalizada a la corriente médxima en ausencia (trazo negro) y
en presencia de 20 uM de fenilefrina (trazo rojo) respecto al voltaje. (Media % error estandar).
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Visto que la deplecion de PIP, puede ser la causante de la regulaciéon, se quiso
comprobar qué sucedia con un suplemento del mismo. Para ello, afiadimos 10 uM de
un analogo no-hidrolizable de PIP, (diC8-PIP,) a la solucién utilizada en la pipeta de
registro. Una vez pasados los 10 minutos se registré la corriente en ausencia y en
presencia de la fenilefrina [figura 55].
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Figura 55. Registro de la corriente hERG en presencia de 10 pM de diC8-PIP,. Registro de la
corriente en ausencia (izquierda) vs. presencia de 20 uM de fenilefrina (derecha).

El uso del andlogo no-hidrolizable de PIP, no impide que la estimulacion del receptor
a;x-AR active Gq, y PLC, pero esta Ultima no puede hidrolizarlo y provocar la activacion
de PKC. Suponiendo que es el consumo de PIP, el causante de la regulacién de la
corriente hERG por el receptor a;,-AR, podria esperarse que la presencia de diC8-PIP,
impida el desplazamiento de la curva de activacién de la corriente hacia valores mas
positivos tras la aplicacion de fenilefrina.

Como se observa en la figura 56B, el voltaje medio de activacién no ha sido
modificado por la estimulaciéon del receptor a;,-AR (10,23+2,25 vs. 9,21+2,99 mV,
n.s.), sugiriendo que debido a ese suplemento la concentraciéon de PIP, no varia y por
lo tanto no se ve efecto de la estimulacién del receptor a;,-AR sobre el canal hERG.
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Figura 56. Curva densidad de corriente-voltaje (A) y curva de activaciéon (B) de la corriente
hERG en presencia de 10 pM de diC8-PIP,. A Representacion de la densidad de la corriente hERG en
ausencia (trazo negro) y en presencia de 20 pM de fenilefrina (trazo rojo) respecto al voltaje. B
Representacién de la curva de activacién normalizada a la corriente médxima en ausencia (trazo negro) y

en presencia de 20 uM de fenilefrina (trazo rojo) respecto al voltaje. (Media % error estandar).

Los datos obtenidos hasta este punto sugieren que la regulacién de la corriente hERG
por el receptor a;,-AR esta mediada por la proteina Gq,. Esta proteina G activa la PLC
hidrolizando asi PIP, en DAG e IP;. El consumo de PIP, y la fosforilacién del canal por
PKC regulan la activacion del canal modificando asi la corriente hERG.

Para corroborar los resultados obtenidos hasta el momento, se decidié utilizar dos
mutantes del canal hERG, el D-hERG y el NTK-hERG. El mutante D-hERG esta exento
de la unién a PIP, ya que muestra una delecién de los aminoacidos 883-894 del C-
terminal Ben et 8l 20041 F| mytante NTK-hERG tiene una delecion de los aminoécidos 2-
354 del N-terminal, con lo cual estd exento de los residuos criticos para la fosforilaciéon
por PKC [Cockerill et &l., 2007].

4.6 Efecto de la estimulacion del receptor a,,-AR sobre la corriente D-
hERG

Como hemos mencionado, el mutante D-hERG estd exento de la unién a PIP,, con lo
cual, si esta interaccion es importante en la regulacién de la corriente por el receptor
a,,-AR la via intracelular estard bloqueada no viéndose efecto de la estimulaciéon del
receptor a;,-AR.

Siguiendo el mismo procedimiento, en primer lugar se transfectaron las células HEK-
293 con 4 ug de DNA del canal D-hERG, 1 ug de DNA del receptor a;,-AR y 0,2 ug de
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DNA de GFP. Se utilizd una cantidad mayor de DNA del canal ya que las células
mostraban una corriente muy pequena con menor cantidad de DNA.

Se realizé un Western blot con el fin de detectar el canal en la membrana plasmatica
[figura 57] y después se registro la corriente utilizando el mismo protocolo que en los
casos anteriores [figura 58, derechal].

HEK+ D-hERG

|

Figura 57. Deteccion del canal D-hERG en las células HEK-293. Deteccién del canal D-hERG en
células HEK-293 transfectadas con el mutante (duplicado).

600 pA
500 pA

1000 ms 1000 ms
rﬁ
ﬁ\ i e

Figura 58. Registro de la corriente hERG y D-hERG. Registro de la corriente hERG (izquierda) vs. D-
hERG (derecha).

La curva densidad de corriente-voltaje de la corriente D-hERG es muy parecida a la de
hERG nativa. La curva de activacién es un poco mas negativa que la corriente hERG
nativa (10,92+1,93 vs. 7,92+3,00 mV, n.s.). La corriente D-hERG muestra una
deactivacién mas lenta no significativa que la que muestra el canal hERG nativo
(1331,1+74,41 vs. 1633,9+155,24 ms, n.s.) [figura 59].
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Figura 59. Curva densidad de corriente-voltaje (A) y curva de activacion (B) de las corrientes
hERG y D-hERG. A Representacién de la densidad de la corriente hERG (trazo negro) y de la D-hERG
(trazo rojo) respecto al voltaje. B Representaciéon de la curva de activacién normalizada a la corriente
mdaxima de hERG (trazo negro) y de D-hERG (trazo rojo) respecto al voltaje. (Media + error estandar).

En cuanto al efecto de la fenilefrina sobre la regulacién del canal D-hERG por el
receptor a;,-AR, en la figura 60 se observa la rapida deactivacién provocada por la

fenilefrina sobre el canal.

600 pA

1000 ms 600 pA

"

R o 1000 ms
- V J

Figura 60. Registro de la corriente D-hERG. Registro de la corriente en ausencia (izquierda) vs.

presencia de 20 uM de fenilefrina (derecha).

La curva densidad de corriente-voltaje estd desplazada a la derecha en presencia de
fenilefrina. La curva de activacion en cambio, se ve desplazada hacia valores
despolarizados (7,92+3,00 vs. 14,92+2,87 mV, p <0,0001) [figura 61].
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Figura 61. Curva densidad de corriente-voltaje (A) y curva de activacion (B) de la corriente D-
hERG. A Representacidon de la densidad de la corriente D-hERG en ausencia (trazo negro) y en presencia
de 20 uM de fenilefrina (trazo rojo) respecto al voltaje. B Representacién de la curva de activacién
normalizada a la corriente maxima en ausencia (trazo negro) y en presencia de 20 uM de fenilefrina

(trazo rojo) respecto al voltaje. (Media * error estandar).

La estimulaciéon del receptor a;,-AR provoca un desplazamiento del voltaje medio de
activacién de la corriente D-hERG menor que el de la corriente hERG. Este dato apoya
a los resultados obtenidos con el canal hERG nativo ya que a este mutante le falta el
punto de unién a PIP,, sugiriendo que esta unién tiene importancia en la regulaciéon del
canal hERG.

Con la intencién de corroborar que el canal mutado no tiene unién a PIP,, se utiliz6 el
analogo de PIP,, diC8-PIP,, se estimuld el receptor a;,-AR con fenilefrina y se registro la

corriente [figura 62].

50 pA 50 pA

1000 ms 1000 ms

Figura 62. Registro de la corriente D-hERG en presencia de 10 pM de diC8-PIP,. Registro de la

corriente en ausencia (izquierda) vs. presencia de 20 uM de fenilefrina (derecha).

95



Resultados

La curva densidad de corriente-voltaje es practicamente igual en presencia del
agonista del receptor a;,-AR. La curva de activacion muestra que la estimulacién del
receptor o;,-AR apenas provoca desplazamiento del voltaje medio de activacién
(13,32+4,34 vs. 11,48%+4,52 mV, p=0,3567) [figura 63].

A B

1.04

20

0.8
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Figura 63. Curva densidad de corriente-voltaje (A) y curva de activacion (B) de la corriente D-
hERG en presencia de 10 pM de diC8-PIP,. A Representacién de la densidad de la corriente D-hERG
en ausencia (trazo negro) y en presencia de 20 pM de fenilefrina (trazo rojo) respecto al voltaje. B
Representacién de la curva de activacién normalizada a la corriente médxima en ausencia (trazo negro) y

en presencia de 20 uM de fenilefrina (trazo rojo) respecto al voltaje. (Media % error estandar).

Estos resultados indican que la interacciéon entre el canal y PIP, contribuye en la
regulacion de la corriente hERG por el receptor a;,-AR.

Estudiando la corriente hERG nativa, al bloquear PKC, se vio un desplazamiento del V,,
de activacién de 4 mV menos comparandola con la corriente sin utilizar ningun
bloqueante. Para comprobar si esa pequena diferencia tiene importancia en la
regulacion de la corriente hERG, bloqueamos PKC con BIM-1 en las células
transfectadas con el mutante D-hERG y estimulamos el receptor a;,-AR como en los

casos anteriores [figura 64].
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Figura 64. Registro de la corriente D-hERG en presencia de 10 pM de BIM-1. Registro de la
corriente en ausencia (izquierda) vs. presencia de 20 uM de fenilefrina (derecha).

La fenilefrina acelera la deactivacion de la corriente hERG como en todos los casos
anteriores. La densidad de corriente-voltaje de la corriente D-hERG aumenta con la
estimulacién de fenilefrina debido a una mayor contribucién de las corrientes
enddégenas [figura 65A]. El voltaje medio de activacion de la corriente D-hERG no se
desplaza hacia valores mas positivos debido al bloqueo de PKC (12,47+3,86 vs.
11,80%3,89 mV, p=0,7054) [figura 65B].
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Figura 65. Curva densidad de corriente-voltaje (A) y curva de activacion (B) de la corriente D-
hERG en presencia de 10 pM de BIM-1. Representacién de la densidad de la corriente D-hERG en
ausencia (trazo negro) y en presencia de 20 pM de fenilefrina (trazo rojo) respecto al voltaje. B
Representacién de la curva de activacién normalizada a la corriente médxima en ausencia (trazo negro) y
en presencia de 20 uM de fenilefrina (trazo rojo) respecto al voltaje. (Media % error estandar).

Estos resultados indican que la fosforilacion del canal por PKC contribuye a la

regulacion de la corriente hERG por el receptor a;,-AR.
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Por tanto, el mutante D-hERG demuestra que tanto PIP, como PKC intervienen en la
regulacion de la corriente hERG por el receptor a;,-AR, aunque la participacidon de
ambos sea en diferente grado [figura 66].

N
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Figura 66. Representacion esquematica de la via de regulacion de la corriente D-hERG. La
estimulacién del receptor a,,-AR provoca la activacién de la proteina Gg,, la cual activa PLC que hidroliza
PIP, en DAG e IP;. La activacién de PKC regula la corriente D-hERG.

4.7 Efecto de la estimulaciéon del receptor a,,-AR sobre la corriente
NTK-hERG

El otro mutante utilizado fue el N-Truncated-hERG (NTK-hERG). A esta proteina le
faltan los aminoacidos 2-354 del N-terminal, gran parte del amino-terminal, ademas
estd exento de los residuos criticos para la fosforilacién por PKC. Se sabe que este
terminal es muy importante en el gating del canal y por ese motivo la delecién de una
parte del mismo tiene una repercusién importante en la corriente.

Como en el caso anterior se transfectaron las células HEK-293 con 4 pug de DNA del
canal NTK-hERG, 1 ug de DNA del receptor a;,-AR y 0,2 ug de DNA de GFP y se detectd
mediante Western blot [figura 67].
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HEK + NTK-hERG

Figura 67. Deteccion del canal NTK-hERG en las células HEK-293. Deteccién del canal NTK-hERG
en células HEK-293 transfectadas con el mutante (duplicado).

Esta corriente es muchisimo mas pequefia que la corriente nativa y se comporta
totalmente diferente al canal nativo. De hecho, la corriente se encuentra activa a
potenciales en los cuales el canal nativo no lo esta. Esto, nos llevé a cambiar el
potencial de holding del protocolo a -40 mV, ya que a -80 mV este canal se encuentra
abierto.

La figura 68 muestra la gran diferencia existente entre la corriente nativa y la
corriente NTK-hERG. La mayor diferencia esta en la rapida deactivacidon que tiene el
mutante, sugiriendo que el N-terminal participa en las propiedades biofisicas del
canal. Este dato no ha sido analizado en el mutante debido a que el ajuste no se
realiz6 bien.

500 pA

1000 ms 200 pA

ﬁ 1000 ms
e T

Figura 68. Registro de la corriente hERG y NTK-hERG. Registro de la corriente hERG (izquierda) vs.
NTK-hERG (derecha).

Por otro lado, la curva densidad de corriente-voltaje muestra que la corriente NTK-
hERG rectifica mucho mas que la corriente nativa ademas de activarse antes [figura
69A]. En cuanto al voltaje medio de activaciéon, el mutante lo tiene mas
hiperpolarizado (10,92+1,93 vs. 5,49+3,07 mV, n.s.) [figura 69B].
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Figura 69. Curva densidad de corriente-voltaje (A) y curva de activacion (B) de las corrientes
hERG y NTK-hERG. A Representacién de la densidad de la corriente hERG (trazo negro) y de la NTK-
hERG (trazo rojo) respecto al voltaje. B Representacién de la curva de activacién normalizada a la
corriente maxima de hERG (trazo negro) y de NTK-hERG (trazo rojo) respecto al voltaje. (Media % error

estandar).

Una vez observados los cambios entre la corriente nativa y la de NTK-hERG, se estudid
el efecto de la fenilefrina sobre la corriente NTK-hERG [figura 70].

200 pA 200 pA
1000 ms 1000 ms
=

Figura 70. Registro de la corriente NTK-hERG. Registro de la corriente en ausencia (izquierda) vs.

presencia de 20 uM de fenilefrina (derecha).

La curva densidad corriente-voltaje disminuye en presencia de fenilefrina,
manteniendo la rectificacion de la corriente aunque las corrientes enddgenas
aumentan a potenciales positivos [figura 71A]. La curva de activaciéon se desplaza
significativamente hacia valores mas positivos en presencia de la fenilefrina
(5,49+3,07 vs. 17,85 £0,47 mV, p<0,0001), sugiriendo de nuevo la participaciéon de
PIP, ya que este mutante no presenta los residuos criticos para la fosforilacién por
PKC. Con lo cual, el efecto de la estimulacién del receptor sobre la corriente se debe a

la unién entre PIP, y el canal [figura 71B].
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Figura 71. Curva densidad de corriente-voltaje (A) y curva de activacion (B) de la corriente
NTK-hERG. A Representaciéon de la densidad de la corriente NTK-hERG en ausencia (trazo negro) y en
presencia de 20 uM de fenilefrina (trazo rojo) respecto al voltaje. B Representacién de la curva de
activaciéon normalizada a la corriente maxima en ausencia (trazo negro) y en presencia de 20 uM de

fenilefrina (trazo rojo) respecto al voltaje. (Media % error estandar).

En el caso de este mutante, no se muestran los datos obtenidos con el blogueante de
PKC y el analogo de PIP, ya que en los 10 minutos de dialisis se reducia demasiado la

corriente haciendo imposible el posterior andlisis de la corriente.

Los resultados obtenidos con el mutante NTK-hERG nos indican que en la regulacion
de la corriente hERG por el receptor a;,-AR el consumo de PIP, regula el canal
mediante el punto de unién entre ambos [figura 72].
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Figura 72. Representacion esquematica de la via de regulaciéon de la corriente NTK-hERG. La
estimulacién del receptor a,,-AR provoca la activacién de la proteina Gg,, la cual activa PLC que hidroliza
PIP, en DAG e IP;. El consumo de PIP, provoca la regulacién de la corriente NTK-hERG mediada por la

interaccién entre PIP, y el canal.

En las siguientes tablas aparecen resumidos los datos de la deactivacion y del voltaje

medio de activacién de todos los grupos experimentales.
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Tabla 2. Valores de la deactivacion de la corriente hERG. Media y error estdndar de la constante de

tiempo de deactivacién (T) (ms) de la corriente hERG a +10 mV de todos los grupos experimentales en

condiciones control, en presencia de 20 uM de fenilefrina o de 100nM de 5-Metil-Urapidil. p es la

probabilidad del

Grupos
Experimentales

test “t” de

Control

Student

20 UM
Fenilefrina

apareado y n es

100 nM 5-
Metil-Urapidil

el ndmero

de células.

Control

Sin receptor

Sin receptor

100 nM 5-Metil-
Urapidil

MinK

MiRP1

50 pM GPant2A

1 mM Neomicina

10 M BIM-1

50 M Genisteina

80 nM Anti-PIP,

10 pM diC8-PIP,

1331,3+74,41

1420,7+98,71

1666+129,89

1416,6x174,14

2015,6+314,43

1450,3+117,65

1357,8+103,85

1079,3+67,24

1891,7+217,04

1064,6+127,02

1081,6+145,87

1379,6+156,84

638,97+43,93

998,99+85,06

892,92+121,63

757,19+99,27

923,86+119,18

1051,7+91,16

842,74+64,96

1096,5+153,98

577,76+94,72

831,28+138,63

1175,8+462,21

102

1294,5+130,16

<0,0001

<0,0001

<0,0001

0,0002

0,0028

<0,0001

0,0021

<0,0001

0,0008

0,0048

0,0026

0,0061

29

18

10

13

10
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Tabla 3. Valores del voltaje medio de activacién de la corriente hERG. Media y error estandar del

voltaje medio de activacién (mV) de la corriente hERG de todos los grupos experimentales en condiciones

control, en presencia de 20 uM de fenilefrina o0 100nM de 5-Metil-Urapidil. p es la probabilidad del test “t”

de Student apareado y n es el nimero de células.

Grupos 20 pM 100 nM 5-

Experimentales Control Fenilefrina Metil-Urapidil P :
Control 10,92+1,93 26,77x2,15 0,0001 37
Sin receptor -1,73%2,37 -4,00+2,54 >0,05 18
Sin receptor 8,81+x2,07 8,00%x2,23 >0,05 10
100 nM 5-Metil

Urapidil 8,45%+4,94 15,05=+5,49 0,013 9
MinK 14,03+4,12 27,72%3,16 0,0017 7
MiRP1 -1,29+3,26 12,24+3,64 <0,0001 13
50 pM GPant2A 10,48+3,67 8,54+3,18 >0,05 9
1 mM Neomicina 2,72x2,11 -0,54+£3,29 >0,05 9
10 pM BIM-1 7,67+3,86 19,75%+3,45 0,0007 10
50 pM Genisteina 10,32+3,42 25,88+3,01 0,0006 9
80 nM Anti-PIP, 0,18+2,64 -0,34%5,12 >0,05 8
10 pM diC8-PIP, 10,23£2,25 9,21+2,99 >0,05 11

103



Resultados

Tabla 4. Valores de la deactivacion de la corriente D-hERG. Media y error estdndar de la constante

de tiempo de deactivacién (T) (ms) de la corriente D-hERG a +10 mV de todos los grupos experimentales

en condiciones control y en presencia de 20 uM de fenilefrina. p es la probabilidad del test “t” de Student

apareado y n es el nimero de
Grupos 20 pM
Control p n
Experimentales Fenilefrina
Control 1633,9+155,24 891,60+82,53 <0,0001 10
10 pM diC8-PIP, 1085,5+140,39 884,20%+103,36 0,0091 6
10 uM BIM-1 1183,66+157,32 964,65+138,40 0,0245 7

células.

Tabla 5. Valores del voltaje medio de activacion de la corriente D-hERG y NTK-hERG. Media y
error estandar del voltaje medio de activacion (mV) de la corriente D-HERG de todos los grupos
experimentales en condiciones control y en presencia de 20 uM de fenilefrina. p es la probabilidad del

test “t” de Student apareado y n el numero de células.
Grupos 20 pM

Mutante hERG Control p n
Experimentales Fenilefrina

D-hERG Control 7,92+3,00 14,92+2,87 <0,0001 11

D-hERG 10 pM diC8-PIP, 13,32+4,34 11,48+4,52 0,3567 6

D-hERG 10 uM BIM-1 12,47+3,86 11,80+3,89 0,7054 7

NTK-hERG Control 5,49+3,07 17,85+0,47 <0,0001 6
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5 DISCUSION

El Sistema Nervioso Simpético regula la duracion del potencial de accién cardiaco
modulando la amplitud de distintas corrientes repolarizantes de potasio. La corriente
repolarizante de potasio mas importante en el corazéon humano es la I, acarreada por
el canal hERG.

Mientras que la regulacion del canal hERG mediada por la estimulacién de los
receptores B-AR se conoce bastante bien [Tuter et é. 20061 ' ng hay nada claro sobre la
regulaciéon del canal por parte de los receptores a;,-AR. En el presente trabajo se
estudia la regulacién del canal hERG por el receptor a;,-AR ya que es el que
predomina en el corazén humano.

De acuerdo con otros autores, nuestros resultados muestran que la activacion del
receptor a;-AR con fenilefrina provoca una disminucién de la corriente I, /hERG [Heath &
Terrar, 2000; Bian et al., 2001; Karle et &/., 2002, Thomas et &l., 2003; Thomas et &l., 2004b; Bian et 4l., 2004]' También provoca la
pérdida de la rectificacion de la corriente hERG. Por otro lado, acelera la deactivacién
de la corriente hERG [Thomas et dl. 200401y dasplaza el voltaje medio (V,) de activacion hacia
potenciales mas positivos [Bian et & 20041

Después de ver los efectos que la fenilefrina tiene sobre la corriente hERG,
comprobamos cual de estos efectos estaba mediado por la estimulaciéon del receptor
o;,-AR y cual por efecto directo de la fenilefrina sobre el canal.

Para ello, en primer lugar estudiamos el efecto de la fenilefrina sobre el canal sin
transfectar las células con el receptor a;-AR. Se vio que la deactivacién se acelera en
presencia del agonista del receptor, sugiriendo un bloqueo directo sobre el canal
hERG. También se ha observado que en presencia de la fenilefrina la corriente
recupera parte de la rectificacién. Por ultimo, la curva de activacion no se ve
desplazada en presencia de fenilefrina y tampoco se ve alterada la amplitud de la
corriente.

Otro grupo de experimentos se realiz6 en presencia del receptor o;,-AR y del
bloqueante especifico del mismo 5-Metil-Urapidil. En este caso, se observa una
aceleraciéon de la deactivacién del canal hERG, una pérdida de la rectificacién de la
corriente hERG, una disminucion de la amplitud de la corriente y un desplazamiento
del V, de activacién. Todos estos efectos, a excepcidn de la aceleracién de la
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deactivacion, se produjeron en mucha menor medida que en ausencia del bloqueante
del receptor.

En conclusién, estos resultados sugieren que la aceleracion de la deactivaciéon se debe
al bloqueo directo del canal y que la pérdida de rectificacion se debe al aumento de la
contribuciéon de las corrientes enddgenas debido a la estimulacion del receptor con su
agonista. En cuanto a la disminucién de la corriente, no se puede concluir cudl es el
efecto del receptor sobre la amplitud de corriente ya que en las células HEK-293 la
corriente hERG muestra run-down, es decir, con el tiempo la amplitud de la corriente
disminuye.

Finalmente, el desplazamiento del V, de activacién de la corriente es el Unico
parametro que se puede achacar exclusivamente a la estimulacién del receptor a,-
AR. Por lo tanto, en nuestro estudio el parametro que se ha analizado como
consecuencia de la regulacién de la corriente hERG por el receptor a;,-AR es el voltaje
medio de activacion.

5.1 Modulacion por proteinas accesorias

En miocitos cardiacos, la corriente |, parece estar formada por la subunidad «a
formadora de poro (hERG) asociada a una proteina accesoria todavia sin identificar, ya
gue las propiedades biofisicas que muestra la corriente nativa son similares pero no
idénticas a las de la corriente hERG obtenida en los sistemas heterdlogos. Las
candidatas a formar parte de esta corriente son las proteinas MinK y MiRP1, de la
familia KCNE.

Aunque hay varios trabajos publicados sobre la existencia de esta asociacion entre la
proteina hERG y estas proteinas accesorias en sistemas heterdlogos, existe gran
controversia entre los grupos (revisado por McCrossan & Abbott, 2004). Esas
diferencias pueden deberse a que los sistemas heterdlogos utilizados son distintos, ya
gue se han utilizado ovocitos de Xenopus, células CHO, HEK-293 y AT-1. Lo que
todavia no se ha estudiado es la posible interaccién de estas proteinas con hERG en el
sistema nativo.

En estudios previos realizados en células CHO la amplitud de corriente en
configuracién de célula entera aumenta cuando el canal se coexpresa con MinkK.
Aumenta la sensibilidad al voltaje de activacion y de inactivacién a voltajes
intermedios; no hay diferencias significativas ni en la constante de tiempo de
activacién ni de la deactivacién y tampoco en la conductancia de canal Unico. Asi
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mismo, incrementa el numero de canales funcionales en la membrana y favorece
efectos estimulantes de cAMP sobre la corriente hERG [Mcbonald et ., 19971 'En células AT-1,
oligonucleotidos antisentido contra MinK, reducen la corriente [, v et & 20001 Fp
ovocitos de Xenopus y en células HEK-293 mutaciones en MinK también inhiben la
habilidad de esta proteina de aumentar la corriente hERG [Bianchi et l., 1999]

Mientras que la asociacién de la proteina MiRP1 con hERG en ovocitos no provoca
ninguna alteracién de la corriente [2hang etd. 2001 "an células CHO, la proteina MiRP1 hace
mas lenta la velocidad de activaciéon y no provoca cambios en el estado estable de
inactivacién. El canal deactiva mas rapido en presencia de MiRP1 y la corriente es mas
sensible al bloqueo por E4031 kbt et d. 19991 Mytaciones en MiRP1 asociadas a LQTS
disminuyen la densidad de la corriente hERG [Sesti et &l 2000; Lu et &l 20031 " A jgual que MinK,
MiRP1 también favorece un efecto estimulante de cAMP sobre hERG [cui et & 20001 | g
diferencias entre los resultados obtenidos por los distintos grupos pueden deberse al
diferente sistema heterdlogo utilizado.

En este trabajo se quiso estudiar si alguna de estas dos proteinas accesorias alteraba
de alguna manera la regulacién de la corriente hERG por el receptor a;,-AR. Los
resultados obtenidos aqui muestran que MinK hace significativamente mas lenta la
deactivacion de la corriente hERG. MiRP1 en cambio, no la altera contrariando los
resultados de Abbott et al. (1999) obtenidos en células CHO. En cuanto al voltaje
medio de activacion, mientras que MinK no lo altera, MiRP1 lo hace significativamente

mas negativo.

AUn asi, en presencia de estas proteinas, la estimulaciéon del receptor provoca un
desplazamiento del V, de activacién hacia valores méas positivos desplazandose del
mismo modo que en ausencia de ellas, sugiriendo que estas dos proteinas accesorias
no modulan la regulacion del canal hERG por el receptor a;,-AR.

5.2 Identificacion de la via intracelular

El receptor a;,-AR es un receptor acoplado a proteinas G. La estimulaciéon del mismo
tiene efecto en su efector mediante la via Gg,-PLC [Craham et &l 19961 F| enzima PLC
aumenta los niveles de DAG e IP;, que a su vez activan la familia de PKC. En 1999 el
grupo de Gea-Ny Tseng menciond por primera vez una reduccién de la corriente hERG

por la estimulacién de los a;,-AR, mediado por una proteina G sin identificar Uiano et 4
1999]

109



Discusion

En esta Tesis Doctoral se interrumpié esta via a diferentes niveles para estudiar el
efecto del agonista sobre la corriente hERG. Para ello se utilizaron compuestos que o
inhiben directamente las proteinas o evitan la activacién de las mismas.

Asi, la inhibicion de la activacion de la proteina G, por GPant2A previene el
desplazamiento del voltaje medio de activacién. Del mismo modo, la inhibicion de PLC
con Neomicina, también evita el desplazamiento de la activacién de la corriente en
presencia de la estimulaciéon del receptor a;,-AR. Estos resultados confirman que la
regulacion de la corriente hERG esta mediada por la via intracelular Gq,-PLC como
tipicamente se ha asociado.

5.2.1 Implicacion de proteina quinasas

Uno de los mecanismos mds habituales para modular canales idnicos, es la
fosforilacion y desfosforilacién por proteinas quinasas y fosfatasas. Por los resultados
obtenidos mediante Western blot, vemos que la proteina hERG estd altamente
fosforilada en condiciones basales. La estimulaciéon del receptor a;,-AR no altera
significativamente la fosforilacién en residuos de Treonina, Serina y/o Tirosina. De
todas formas, nuestro método de mediciéon es muy poco preciso, por lo que pequefos
cambios en el grado de fosforilacién no serian detectados con el mismo.

Se ha visto que las proteina tirosina quinasas regulan distintos tipos de canales idnicos
[bavis et dl., 20011 ' Asf, |a inhibicidn de estas proteinas con Genisteina disminuye la amplitud
de la corriente hERG y desplaza el voltaje medio de activacion hacia valores mas
hiperpolarizados [#hang etd. 20081 | 5 | es reducida también por fosforilacion del canal por
la tirosina quinasa Src, pero los autores no explican que proteina activa a esta quinasa
[Cayabyab & Schlichter, 20021 -~ Ain asi, segun Davis et al. (2001) la Genisteina, aunque es
ampliamente usada, puede actuar por un mecanismo inespecifico bloqueando otras
proteinas intermediarias. Un estudio publica que los inhibidores de fosforilacion en
residuos de Tirosina muestran un efecto inhibitorio inespecifico en la corriente |, de

miocitos ventriculares de cobaya Missan et él., 2006]

En nuestro caso, la inhibicién de las tirosina quinasas con Genisteina no evita que el V,
de activacion se desplace hacia valores mas despolarizados de la misma manera que
el control, sugiriendo que estas proteinas no intervienen en esta regulacién.

Por su parte, el enzima PLC activo hidroliza el PIP, en DAG e IP;. El DAG y el Ca**
citoplasmatico, liberado del reticulo endoplasmatico por mediacion de IP;, activan PKC.
La PKC una vez activa fosforila distintas proteinas, entre ellas algunos canales iénicos.
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La modulacién de la corriente I, y hERG producida por la estimulacion de a;,-AR y B-
AR es bloqueada por inhibidores de proteina quinasas [Heath & Terrar, 2000; Karle et &l., 2002, Thomas et
al. 200401 " yn estudio previo sugiere que la regulacion del canal hERG por el receptor a;,-
AR esta mediado tanto por PKA como por PKC, pero no es una fosforilacién directa ya
gue mutando los sitios consenso de fosforilacién por ambas proteina quinasas en el
canal hERG y estimulando PKC, no se inhibe el efecto provocado por la estimulacién
del receptor [Thomas et &l 20040l " De todos modos, aunque lo ven poco probable, no
excluyen gue la fosforilacion suceda en la Treonina 74, aminoacido que no puede ser
sustituido para que el canal siga siendo funcional.

La estimulacién del receptor muscarinico M3 reduce la amplitud de la corriente hERG
como en el caso del receptor a,-AR [Cockerlletdl. 20071 "Saq(in |os autores, el mecanismo por
el cual se regula el canal es por una fosforilacion directa del canal por parte de PKC,
mientras que PKA no tiene ninguna funcién en la regulacion. La activacién por PMA de
las isoformas de PKC sensibles a DAG altera la amplitud de la corriente hERG en
Sistemas heterélogos [Barros et &l., 1997; Barros et &l., 1998; Cockerill et d/. 2007; Kiehn et &l., 1998; Thomas et 4l., 2003]. En
contra de estos resultados, Bian et dl. (2001) excluyen la contribucién de PKC en la
regulaciéon de la corriente hERG, ya que el inhibidor de PKC, Celeritrina, no evita el
efecto provocado por el receptor.

Con el fin de comprobar si la PKC estaba implicada en esta regulacion de la corriente
hERG por el receptor a;,-AR, se bloqued la proteina con BIM-1. A diferencia de otros
autores, en este estudio a la hora de registrar la corriente, BIM-1 fue disuelta en la
solucién de la pipeta, ya que hay estudios en los que demuestran que este bloqueante
provoca un efecto directo sobre la corriente hERG, modificando asi las propiedades
biofl'sicas del Canal [Thomas et &l., 2004a; Harmati et &l., 2011].

Nuestros resultados muestran que el bloqueo de la quinasa no evita totalmente el
efecto de la estimulaciéon del receptor a;,-AR sobre la curva de activacién de la
corriente hERG. Los resultados obtenidos nos sugieren que en la regulaciéon de la
corriente hERG por el receptor a;,-AR la PKC modula parcialmente la corriente.

El aminoacido T74 esta en el dominio PAS del N-terminal del canal hERG. Segun
Cockerill et a&l. (2007) se requiere un N-terminal intacto para la fosforilacién
dependiente de PKC y la modulacion de la corriente hERG, lo que sugiere que los
residuos criticos para la fosforilacién residen en el N-terminal [cockerill etél., 2007]

Con estos antecedentes, quisimos comprobar que sucedia con el mutante NTK-herg
(N-Truncated-hERG) que estd exento del amino-terminal, en concreto le faltan los
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aminoacidos 2-354. Esta delecidon modifica mucho las propiedades biofisicas del canal.
Este canal se encuentra en estado abierto a unos potenciales en los cuales el nativo
no lo estd, mostrando una mayor dependencia de voltaje de activacién. Por eso, a la
hora de registrar esta corriente se modificé el potencial de reposo del protocolo de
estimulacion, siendo de -40 mV. También tiene una deactivacién rapidisima lo que nos
dificultd hacer los ajustes. En cambio, mantiene muy bien la rectificacién a potenciales
positivos, obteniendo una curva densidad de corriente-voltaje en forma de campana.

La estimulacién del receptor a;,-AR mostré un desplazamiento en menor grado del V,
de activacién, sugiriendo la importancia del amino-terminal en esta regulacién. Nos
hubiese gustado tener datos de la corriente en presencia del andlogo diC8-PIP, y el
inhibidor BIM-1 de PKC, pero debido a las pequenas corrientes, al tiempo de espera
para la didlisis de estos componentes y al fuerte run-down, estos resultados no se
pudieron obtener.

5.2.2 Implicacion del PIP,

Se sabe que distintos canales iénicos son regulados por los fosfolipidos, sugiriendo
una interaccién entre PIP, y los canales i6nicos. La estimulacion del receptor a;,-AR
activa PLC mediante la Gy, que hidroliza PIP,. Asi, hay trabajos que muestran
evidencias de que PIP, toma parte en la regulacién de canales rectificadores de
entrada [Fan & Makielski, 1997; Shyng & Nichols, 1998; Baukrowitz et d/., 1998; Huang et &l., 1998; Liou et dl., 1999; Rohacs et al., 1999; Xie
et dl. 1999; Zhang et 4l 19991 " como en la de canales de Ca’* dependientes de voltaje (revisado
en Roberts-Crowley et al., 2009), también intervienen en Ila regulacién del
intercambiador de Na*/Ca?* cardiaco (revisado en Berberidn et &l/., 2009), regula el
canal KCNQ1 [Matavel & lLopes, 20091 v |3 corriente I,/hERG mediada por receptores

adrenérgicos [Bian et &l., 2001; Bian et &l., 2004]

Los receptores a;,-AR han sido relacionados con una reduccién de PIP, inducida por
PLC, el cual aumenta la actividad de hERG [Ban et d. 2001l v e |3 corriente de cola de la
ERG/l,, de miocitos cardiacos de conejo [Bian et 4. 20041 Campijos en la concentracién
intracelular de PIP, alteran significativamente la amplitud de la corriente y el gating
dependiente de voltaje de la corriente hERG expresada en sistemas heterélogos. El
exceso de PIP, aumenta la amplitud de corriente y desplaza la dependencia de voltaje
de la activacion hacia valores hiperpolarizados Bian et él. 2004 | 3 corriente se reduce
cuando se afade anti-PIP, a la soluciéon de la pipeta sin ninguna estimulacién del
receptor [Huang et &l., 1998; Liou et dl., 1999; Bian et &l., 2004] ' Estay respuesta en miocitos sugiere que la
seflalizacion acoplada a Gg, en vivo puede alterar la Iy, nativa por una deplecién de
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PIP, mediada por PLC independientemente de calcio y de la actividad de PKC [ian et dl.
2004]

Nuestros resultados sugieren que el consumo de PIP, regula el gating del canal hERG.
Cuando se utilizé el anticuerpo contra PIP,, éste fue neutralizado en la membrana,
disminuyendo su disponibilidad para el enzima PLC. Asi, tras la estimulacion de la
célula, la fenilefrina no provoca ningun cambio en el V, de activacién, ya que el
enzima PLC no tiene disponible el sustrato, quedandose la via intracelular blogueada.

Ademads, tras el aumento de la concentracién de PIP, en la célula utilizando el andlogo
no-hidrolizable diC8-PIP,, la estimulacién del receptor no provoca ningln cambio en el
voltaje medio de activacién. Estos resultados sugieren que es el consumo de PIP, lo
gue provoca un cambio en el gating del canal, desplazando el V, de activaciéon hacia
valores despolarizados.

El mecanismo molecular que regula el canal mediante los receptores a;,-AR puede
deberse a una posible interaccion entre el canal y PIP,. Los grupos fosfato
negativamente cargados de la cabeza de PIP, interaccionan con aminoacidos
positivamente cargados del canal. Una regién de residuos catiénicos conservados en
el C-terminal del dominio citoplasmatico de los canales de K* rectificadores de entrada
es uno de los posibles sitios de unién de PIP, [Fan & Makielski, 1997; Huang et &, 19981 " E| carpoxilo-
terminal del canal hERG contiene un grupo de residuos basicos comparable con ese
posible sitio de interaccion con PIP, [Bianetél. 20041

El mutante D-hERG esta exento del posible sitio de unién de PIP, ya que le faltan los
aminoacidos 883-894 del C-terminal. Asi, el efecto de PIP, sobre la amplitud de la
corriente D-hERG vy la activacion dependiente de voltaje es anulado [Bian et & 20041 Fp gf
mutante M-hERG, en el cual los aminoacidos positivamente cargados son
neutralizados, el aumento de amplitud de corriente dependiente de PIP, y la activacién
dependiente de voltaje también son prevenidos B etél 2004 "F| grupo de T.V. MCDonald
(2004) sugiere que la dependencia de voltaje de activacion y la cinética de activacién
estan afectados por la interacciéon de PIP, con los sitios del canal entre los aminoacidos
883-894.

Para corroborar que el receptor a;,-AR regula el canal hERG debido a su interaccién
con PIP,, testamos el mutante D-hERG. Este mutante esta exento de la unién de PIP, al
canal, por lo que la estimulacién del receptor no deberia de provocar ningun cambio
en el V, de activaciéon. En cambio, cuando el receptor a;,-AR se estimulé con su
agonista, se observé un desplazamiento del voltaje medio de activacién hacia valores
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mas despolarizados. Este desplazamiento sin embargo, ocurre en menor medida
comparandolo con la corriente nativa. El agonista del receptor en presencia del
analogo no-hidrolizable diC8-PIP, no provoca un desplazamiento significativo de la
curva de activaciéon hacia potenciales despolarizados, confirmando la implicacién de la
deplecion de PIP, en la regulacion del canal. El bloqueo de la PKC por BIM-1 en el caso
del mutante corrobora que la PKC también regula el canal, ya que la estimulacién del
receptor provoca cambios en el V, de la activacién, que son prevenidos por el bloqueo
de la quinasa. Por lo tanto, tanto PIP, como PKC contribuyen a la regulaciéon de la
corriente hERG.

5.3 Resumen

Las distintas demandas cardiovasculares del corazdn requieren respuestas dinamicas.
El ritmo cardiaco y la contractilidad son regulados por complejos hormonales y
cascadas de sefializacién auténomas implicando receptores acoplados a proteinas G.
En particular la estimulacidon de a;-AR en cardiomiocitos provoca un alargamiento en
la repolarizacién, un aumento moderado del inotropismo y un descenso del
automatismo de las células de Purkinje Kuzetal 19911 particularmente durante periodos
de estrés extremo o una estimulacion auténoma. Bajo condiciones patofisioldgicas,
resultados mal-adaptativos pueden inducir eventos severos cardiovasculares. Asi, las
arritmias ventriculares son a menudo precipitadas por estrés fisico o emocional en
particular en enfermos CoronariOS 0 con LQTS [Lown, 1987; Kamarck & Jennings, 1991; Napolitano et &l., 1994;

Priori et &l., 1997]

Los resultados obtenidos en este trabajo, indican que la regulacién de la corriente
hERG por el receptor a;,-AR esta mediada por la interaccién entre PIP, y el canal, con
lo cual la disminucion de la concentracion de PIP, desplaza el V, de activacién del
canal hERG. Ademas, el V, de activaciéon de la corriente hERG estd desplazado
también, aunque en menor medida por la activacion de PKC [figura 73]. Este
desplazamiento del V, de activacion hacia potenciales mas positivos, reduce la
disponibilidad de la corriente a potenciales fisioldgicos, provocando el alargamiento de
la duracién del potencial de accién cardiaco.
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Figura 73. Representacion esquematica de la via de regulacion de la corriente hERG. La
estimulacién del receptor a,,-AR provoca la activacién de la proteina Gg,, la cual activa PLC que hidroliza
PIP,. El consumo de PIP, altera la interaccién entre el canal y PIP, regulando asi la corriente. Ademas, la
activacién de la PKC por DAG provoca la fosforilacién del canal hERG.

115






6. Conclusiones






Conclusiones

6 CONCLUSIONES

La estimulacion del receptor a,,-adrenérgico desplaza a potenciales mas
positivos el voltaje medio de activacién del canal de potasio cardiaco
hERG. Este desplazamiento hace que la disponibilidad de canales
abiertos al voltaje de la meseta del potencial de accién cardiaco sea

menor.

La regulacién del canal hERG por el receptor a;,-adrenérgico es
independiente de la presencia o ausencia de las subunidades reguladoras
de la familia KCNE MinK o MiRP1 en el complejo molecular del canal.

La via intracelular que conecta al receptor a;,-adrenérgico con el canal
hERG incluye la activacién de una proteina G, y de la Fosfolipasa C, que
a su vez hidroliza el Fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato, liberando
Diacilglicerol, el cual activa la proteina quinasa C.

El desplazamiento de la curva de activacién del canal hERG tras la
estimulaciéon a;,-adrenérgica se debe sobre todo a una reduccién de la
unién entre el canal y el Fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato, y en menor
medida a la fosforilacién del canal por la proteina quinasa C.
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