Expresion funcional y mecanismos de regulacion de los canales SK
en pacientes con y sin remodelado cardiaco patologico
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Resumen

En biopsias cardiacas hemos observado que los
canales SK pueden ser activados en pacientes con
remodelado ventricular pero no en pacientes sin
remodelado. Ademas, hemos comprobado que la
inhibicion de los canales de calcio tipo L y de la
calmodulina quinasa Il impiden la activacion de estos
canales.

Introduccion

Los canales SK son una familia de canales de potasio
activados por calcio. Estos canales representan un
vinculo directo entre el manejo del calcio intracelular
y el potencial de accion. En condiciones fisioldgicas,
estos canales estan Unicamente expresados
funcionalmente en la auricula, pero no en el
ventriculo. Es por ello que han sido propuestos como
nuevas dianas terapéuticas especificas para el
tratamiento de la fibrilacion auricular. Un ensayo
clinico que evaltia un bloqueador de estos canales
esta en fase II con resultados prometedores [1]. Sin
embargo, hay evidencias de que estos canales sufren
una sobreexpresion funcional en los ventriculos en
ciertas patologias como la hipertrofia o la
insuficiencia cardiaca. Estas patologias se encuentran
comunmente presentes en pacientes con fibrilacion
auricular [2]. Se desconoce si la sobreexpresion de
los canales SK es pro o antiarrititmica. Ademas, estos
canales estan estrechamente regulados por varios
mecanismos postraduccionales que modifican su
localizacion y actividad. En este trabajo, hemos
mapeado opticamente musculos papilares y biopsias
de pacientes con y sin remodelado ventricular
asociado a patologias valvulares y hemos evaluado la
presencia y funciéon de los canales SK. También
hemos estudiado posibles mecanismos de regulacion
que podrian explicar las diferencias funcionales entre
ambos grupos.

Materiales y métodos
Obtencion y procesado de tejido cardiaco. Se
extrajeron musculos papilares y biopsias de pequeiio

tamafio mediante agujas tru-cut de 14G de pacientes
con remodelado ventricular asociado a patologias
valvulares. Como tejido control, sin remodelado
patologico, se utilizaron biopsias de pacientes
sometidos a cirugia de revascularizacion coronaria.
Todos los pacientes dieron su consentimiento
informado previo a la cirugia. El estudio cumple con
los principios de la declaracion de Helsinki y fue
aprobado por el comité de ética local (CEICA, ref.
PI17/0023). Las biopsias fueron procesadas
siguiendo el protocolo descrito en [3]. Brevemente,
las biopsias se mantuvieron en solucion Tyrodes fria
tras la extraccion y durante su corte con un vibratomo
de alta precision. Se produjeron laminas ultrafinas de
350 um de espesor que fueron tefiidas con RH-237 y
blebistatina.

Mapeo o6ptico y procesado de seiial. Se realizaron
registros de 20 s de duracion del potencial
transmembrana a 1 Hz de frecuencia de estimulacion
en situacion basal y tras la adicion de diferentes
compuestos que modulan directa o indirectamente la
actividad de los canales SK. El procesado de las
sefales para la eliminacion de ruidos y artefactos y el
posterior calculo de la duracion del potencial de
accion (APD) se realizo utilizando el software
OMAP desarrollado por los autores [4].

Analisis estadistico. Se presentan histogramas de los
valores de APD en situacion basal y tras la
aplicacionde farmacos. Se utiliza la notacion n/N
para denotar n laminas de tejido de N pacientes. Los
resultados se indican como mediana y rango
intercuartilico. Para evaluar los efectos de los
farmacos se utilizo el test de Wilcoxon para muestras
pareadas y para comparar entre distintos grupos de
pacientes se utilizo el test de Mann-Whitney. Se
consider6 un p valor < 0,05 para establecer la
significacion estadistica.

Resultados

Una dosis de 1 pM de apamina, un bloqueador
especifico de los canales SK, no produjo una
prolongacion significativa del APD en las muestras
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Figura 1. A) Efecto de la apamina en presencia de 100 nM isoprenalina
y B) SKA-31 sobre el APD en muestras de pacientes con y sin
remodelado ventricular.

Figura 2 se muestra el efecto de SKA-31 en pacientes
con remodelado ventricular tras la incubacion con:
nifedipina, un bloqueador de los canales de calcio
tipo L; KN-93, un inhibidor de la calmodulina
quinasa II; y H-89, un inhibidor de la proteina
quinasa A.

Tabla 1: Efecto de 100 pM de SKA-31 en el APD de pacientes
con remodelado ventricular tras la incubacion con diversos
compuestos.

- n/N Cambio en APD (p valor)
Nifedipina 30/10 +0,3% [-1,2, +5,7]
(10 uM) ns (0,1309)
KN-93 23/7 +2,5% [-3, +5,2]
(2 uM) ns (0,375)
H-89 7% [-5,5, -11,3]
Qum) | 27710 % (0,0039)

Discusion y conclusiones

Existe un interés creciente en el estudio de la
contribucion de los canales SK en la electrofisiologia
cardiaca. Aunque tradicionalmente se pensaba que
estos canales estaban Unicamente expresados en las
auriculas, lo que los convertia en una diana
terapéutica muy especifica, existe cada vez mayor
evidencia de que, en condiciones patoldgicas, estos
canales se sobreexpresan en los ventriculos.

En este estudio se ha utilizado el mapeo Optico para
comprobar la funcionalidad de los canales SK en
laminas ultrafinas de tejido ventricular de pacientes
con y sin remodelado cardiaco patoldgico. Estas
laminas de tejido ventricular son un sistema
altamente representativo de la electrofisiologia
cardiaca humana. Hemos comprobado que, en tejido
no remodelado, los canales SK no pueden ser
inhibidos ni activados. Sin embargo, en el tejido con
remodelado ventricular se produce un ligero
alargamiento del APD al inhibir los canales con
apamina y, a la vez, estos canales pueden ser
activados con SKA-31. Estos resultados refuerzan la
hipétesis actual de que existe una sobreexpresion de
los canales SK en condiciones patologicas.

Se estudiaron posibles mecanismos de regulacion de
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Figura 2. Respuesta a la adicion de SKA-31 en biopsias de
pacientes con remodelado ventricular tras la incubacién con A)

nifedipina, B) KN-93 y C) H-89.

estos canales que pudiesen explicar las diferencias
funcionales observadas. En primer lugar, con la
inhibicion de los canales de calcio tipo L
comprobamos que el calcio proveniente de estos
canales es necesario para la activacion de los canales
SK. Ademas, comprobamos que la inhibicién de la
calmodulina quinasa II, pero no la inhibicién de la
proteina quinasa A pueden evitar la activacion de los
canales SK con SKA-31 en tejido remodelado. Estos
resultados indican que existe una regulacion
altamente compleja tanto de la localizacién como de
la actividad de los canales SK en patologias
cardiacas, cuya investigacion puede contribuir al
desarrollo de nuevos tratamientos.
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