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La Fundacién Dr. Antonio Esteve
contempla como objetivo prioritario

el estimulo del progreso de la terapéutica
por medio de la comunicacion

y la discusién cientifica.

La Fundacion quiere promover

la cooperacion internacional en la
investigacién farmacoterapéutica y, a tal
fin, organiza reuniones internacionales
multidisciplinarias donde grupos
reducidos de investigadores discuten
los resultados de sus trabajos.

Estas discusiones son recogidas

en las publicaciones de los «Esteve
Foundation Symposia».

Otras actividades de la Fundacidn

Dr. Antonio Esteve incluyen

la organizacidn de reuniones dedicadas
a la discusion de problemas de alcance
mas local, asi como las conferencias
periédicas «Dr. Antonio Esteve» y otras
formas de apoyo a las ciencias médicas,
farmacéuticas y bioldgicas.
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Introduccion

En el otofio de 1993, el Prof. Sergio Erill, di-
rector de la Fundacién Dr. Antonio Esteve, me
sugirié la idea de organizar una reunion de tra-
bajo sobre la «Farmacclogia de los canales idni-
cos». La reunidn vio la luz en la primavera bar-
celonesa de 1994. Fruto de las 11 ponencias
y de las discusiones gue siguieron a cada una
de este nueve libro de la ya amplia coleccién
Monografias Dr. Antonio Esteve.

La temaética de canales idnicos es amplisima.
Esta explosidn de conocimientos se debe al de-
sarrollo de dos poderosas herramientas meto-
dolégicas, las técnicas de patch-clamp y las de
genética molecular. La diversidad de canales
idnicos, ademas, ha podido enriquecerse con
la aportacién de herramientas farmacoldgicas,
fundamentatmente en forma de toxinas proce-
dentes de caracoles marinos, arafias, abejas,
alacranes, serpientes y plantas, capaces de re-
conocer selectivamente canales de sodio (tetro-
dotoxina), de calcio (w-conotoxina GVIA), o de
potasio calcio-dependientes (apamina, charib-
dotoxina). Y, lo que es aun mas importante, es-
tas poderosas herramientas farmacoldgicas son
capaces de identificar subtipos de canales para
una misma especie iénica. Por ejemplo, en el
caso de los canales de calcio neuronales, la w-
conotoxina IVA para los Py la w-conotoxina
MIIVC para los Q.

Esta diversidad de canales idnicos constitu-
ye la base de la comunicacidn entre células de
muy diversa estirpe, que se valen para ello de
un lenguaje basado en la alternancia de senales
eléctricas (potenciales de accién) y quimicas
(neurotransmisores, harmaonas). Las posibilida-
des gue existen para modificar farmacolégica-
mente esta comunicacién son, pues, enormes.
Por ejemplo, los blogueadores de calcio del sub-
tipo L {nifedipino, verapamilo, diltiazem) va tie-
nen un puesto bien ganado en la farmacotera-
pia de la hipertensién o en la isquemia

coronaria. Por otra parte, los inhibidores de ca-
nales de sodio (lidocaina, quinidina, lamotrigi-
na) o del potasio (amiodarona) se utilizan como
antiarritmicos o antiepilépticos y los inhibidores
de canales del potasio sensibles a ATP (gliben-
clamida) se explotan para tratar la diabetes. Sin
embargo, existen todavia una pléyade de inter-
venciones farmacoldgicas por investigar, por
ejemplo en cuanto a los subtipos de los cana-
les de calcio o de potasio neuronales, cardia-
cos o vasculares, incluyendo activadores y blo-
queadores de dichos canales.

La idea de la reunion de trabajo tenfa por ob-
jetivo Ultimo perfilar esas posibilidades terapéu-
ticas. Por ello, invitamos como ponentes a cien-
tificos implicados en quimica médica y en el
desarrollo de nuevos farmacos (Carlos Sunkel),
a hidlogos moleculares (Manuel Criado), a bio-
quimicos (Javier Garcia Sancho), fisidlogos (Juan
Lerma y José Ldpez Barneo), biofisicos (Fran-
cisco Barros y Bernat Soria) y farmacélogos
(Juan Tamargo, Valentin Cena y Luis Gandia).
También invitamos, hasta completar una larga
treintena, a otros destacados especialistas bio-
quimicos, bidlogos moleculares, fisiblogos, neu-
robidlogos, farmacélogos y farmacélogos clinicos
a fin de que aportaran sus ideas y experiencias
en los vivos y amplios debates que siguieron a
cada ponencia. Estos debates fueron tan impor-
tantes e interesantes como las ponencias y por
ello los hemos recogido aqui lo més escrupulo-
sa vy fidedignamente posible.

No estdn recogidos aqui ni todos los canales
idnicos ni todos los cientificos que en Espafa
trabajan este tema y que gozan de reconoci-
miento internacional. Teniamos que movernos
dentro del generosc marco que nos ofrecid la
Fundacién Dr. Antonio Esteve y no dio para més.
Lz riqueza del tema y del nlimero de investiga-
dores espafioles que lo estudian quiza permita
plantear otras reuniones de trabajo en el futuro.
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Esta monografia es el resultado de la colabo-
racién de muchos. A ponentes y participantes
quiero enviarles desce aqui mis mas expresivas
gracias por su generosa colaboracion. Deseo
destacar también fa cuidadosa labor editorial de
Juan Bigorra, especialmente en lo que se refie-
re a la transcripcién de los debates, que tanto
enriguecen nuestra actividad cientifica. Y, por
daftimo, pero no por ello menos imoortante, agra-
dezco el sentido y orientacion rigurosamente
cientificos que Sergio Erill, desde la Fundacion
Dr. Antonio Esteve, ha sabide dar a esta activi-
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dad tan importante para la comunicacion entre
los distintos especialistas que en Espana nos de-
dicamos al estudio de los canales idnicos, de
su farmacologia y de sus posibles perspectivas
terepéuticas para la prevencién, alivio o cura-
cion de las enfermedades del hombre.

AG. Garcia

Departamento de Farmacologia

y Terapéutica.

Facultad de Medicina.
Universidad Autdnoma de Madrid.



de subunidades

El receptor nicotinico de acetilcolina:
estudios sobre el reconocimiento y ensamblaje

Departamento de ®Neuroguimica, "Farmacologia y <Fisiologia.
Instituto de Neurociencias. Universidad de Alicante.

M. Criado?, M. Garcia-Guzman?, F. Sala®, S. Sala®y A. Campos-Caro?

Introduccion

Los receptores asociados a canales i6nicos
constituyen una clase de proteinas de membra-
na esenciales en la transduccién répida de
sefiales!. La propiedad que mejor define a este
tipo de receptores es que el neurotransmisor
controla la apertura del canal al unirse a un si-
tio del receptor. La estructura que caracteriza
los receptores ascciados a canales iénicos es la
de un oligbmero que forma un poro a través
de la membrana (fig. 1). Existen diversos tipos
de receptores, seglin el neurotransmisor que los
activa: acetilcolina (tipo nicotinico), 4cido «-
aminobutfrica (GABA,)}, glicacola, serctonina
(5-HT3) v glutamato (tipos NMDA y noNMDA?3).

Gran parte de la informacion estructural y fun-
cional que se posee sobre estos receptores se
ha obtenido a partir del receptor nicotinico de
acetilcolina (AChR) presente en la unién neurc-
muscular y en el érgano eléctrico de algunos
peces*. EI AChR del misculo esquelético estd
constituido por 5 subunidades gue atraviesan
la membrana, denominadas «, 8, ¥ 6 en una es-
tequiometria «:8v8. El AChR de tipo neuronal
es tambign un pentdmero pero formado de otras
subunidades {subunidades con sitic de unién
de agonistas a5 ¥ SUbunidades estructurales
B82-84)%. En cada subunidad se han detectado
hasta 4 fragmentos hidrofébicos que, plegados
en forma de a-hélice, podrian atravesar la mem-
brana (fig. 1). Aunque existen, al menos, 15 sub-
unidades distintas, todas ellas poseen una es-
tructura primaria homdloga y una organizacién
estructural similar: un dominio extracelular que
comprende la zona aminoterminal de cada sub-
unidad, tres fragmentos transmembranales, una
zona citopldsmica y un cuarto fragmento trans-
membranal con un certo segmento carboxilo-
terminal (fig. 1). Dentro de cada una de las areas
sefialadas existen otros elementos a destacar:

s
7 v
,Parte del
Sitios de +, sitiode
glicosilacién 7 unién \

\ % de agenistasy
Lado

Lado Sitios de
citoplasmico - fasfarilacion
| S

Fig. 1. Representacion esguemadtica de la estructura
de un receptor ionotrdpico. En la parte superior de
la figura puede observarse la organizacion estructu-
ral de un mondmero de receptor formado por 5 sub-
unidades. Todas las subunidades contribuyen de for-
ma equivalente a la formacidn del mondmero. Se cree
que fa seccidn mas angosta del canal estd formada
por los fragmentos transmembranales de cada sub-
unidad, que en la ilustracion se indican como cilin-
dros estrechos incluidos dentro de cilindros més an-
chos, que representan cada subunidad. En la parte
inferior se resumen las principales caracteristicas es-
tructurales de cada subunidad, haciendo especial re-
ferencia a la subunidad «, que es la que contiene e
sitio de unidn de agonistas y a los fragmentos trans-
membranables M,-M,.
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/) en el dominio extracelular un par de cistel-
nas separadas por 15 residuocs, que forman un
puente disulfuro, y que se consideran un signo
estructural tipico de los receptores ionotrépicos.
También se ha localizado en la zona extracelu-
lar el sitio de unién de agonistas; 2) dentro de
los segmentos transmembranales, el segundo
de ellos, que es el méas polar, parece estar di-
rectamente implicado en la formacién del poro
i6nico. A la entrada del mismo hay aminoacidos
cargados negativamente, y 3) en la zona cito-
plasmica, la més variable entre las distintas sub-
unidades, existen sitios de fosforilacion especi-
ficos para diversas cinasas®.

Dado el gran nimero de subunidades que se
han caracterizado hasta el momento, las posi-
bles combinaciones que pueden obtenerse son
muy numerosas. Averiguar cudles son las com-
binaciones que producen receptores in vivo y
qué mecanismos determinan la formacién de
determinadas combinaciones, su funcién y su
localizacién son retos que la investigacién sobre
receptores ionotrépicos tiene planteados en la
actualidad.

Modelo experimental

Las subunidades del receptor nicotiico neu-
ronal denominadas «s ¥ o7 S€ expresan en la
célula cromafin de la médula adrenal, forman-
do parte, cada una de elias, de un diferente sub-
tipo de receptor. Esto implica que cada subuni-
dad debe poseer dominios de reconocimiento
especffico que determinen qué subtipo de re-
ceptor han de formar. De hecho, estas subuni-
dades, que han sido clonadas y secuenciadas
en nuestro laboratorio’”®, tienen distintos reque-
rimientos de ensamblaje al ser expresadas en
sistemas heterdlogos, como es el oocito de Xe-
nopus. Asl pues, mientras que la subunidad o
necesita ensamblarse con subunidades estruc-
turales para producir un receptor funcional, la
subunidad «; es capaz, por si sola, de produ-
cir receptores homoméricos. Hemos aprovecha-
do este comportamiento diferente, que puede
ser el reflejo de la existencia de esos dominios
de reconocimiento que anteriormente se men-
cionaban, para disefiar un sistema modelo que
permita abordar el estudio de los mismos. Di-
cho sistema consistié en la construccién de sub-
unidades quiméricas ws/ay y su posterior ex-
presién en oocitos, examinando su capacidad
de generar receptores homoméricos. El ensam-
blaje de homdmeros funcionales se siguié mi-
diendo la fijacién de a-bungarotoxina («-Bgt) a
la membrana externa de los oocitos y las corrien-
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tes producidas al activar los receptores con ni-
cotina. De esta forma, serfa posible detectar re-
ceptores adecuadamente ensamblados que han
seguido un proceso de maduracién correcto
desde el reticulo endoplasmico a la membrana
plasmatica. Por el contrario, las subunidades
mal ensambladas serian retenidas intracelular-
mente y degradadas®.

Para la construccion de las quimeras oa/ay se
seleccionaron varios dominios estructurales (véa-
se esquema de la subunidad «; en la fig. 2)
que se describen a continuacién. El primer do-
minio (dominio 0) estaba constituido por el pép-
tido sefial de la subunidad «; y una peguefa
zona de la regién 5’ no codificante de la misma
subunidad. Todas las quimeras contienen dicho
dominio, de forma gque un posible efecto en la
expresion debido al mismo seria idéntico para
todas ellas y no afectarfa el resultado final. Esta
precaucién fue tomada debido a que en otros
casos se ha observado que la regién 5’ no codi-
ficante y/o el péptido senal pueden influir en los
niveles de expresién. El dominio 1 comprendia
los primeros 126 aminodcidos de cada subuni-
dad, llegando justo hasta un puente disulfuro,
sin incluirlo, gue esta presente en todas las sub-
unidades de todos los receptores ionotrépicos
caracterizados hasta el momento. EI dominio 2
se extendia desde este puente disulfuro hasta
el aminoacido 205, justo antes del primer seg-
mento transmembranal M,. El dominio 3 com-
prendia el segmento M, y la pequefa zona hi-
drofflica que lo conecta al segmento M,. Por
Gltimo, la regién del carboxilo terminal, incluyen-
do la zona citoplasmética variable y el fragmento
hidrofébico M., constituyé el dominio 4 (fig. 2).

Resultados

Previamente otros grupos han demostrado
gue la regién N-terminal hidrofilica de los recep-
tores ionotrépicos es respaonsable del reconoci-
miento entre subunidades®! y de la formacion
de homémeros!2. Por tanto, comenzamos
nuestro analisis con una quimera que era total-
mente os, excepto por el dominio O de o, v
posteriormente incluimos gradualmente en la
misma los dominios correspondientes a la sub-
unidad «;. Como era de esperar, la subunidad
a; por sf sola era incapaz de producir recepto-
res homomeéricos (fig. 2, construccién C1), mien-
tras que la subunidad «; si que producia re-
ceptores capaces de unir o-Bgt y activarse al
afadirles nicotina. Como puede observarse en
la figura 2, los valores obtenidos con la subuni-
dad «; son considerados como referencia para
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todos los demas. La inclusién del dominio 1 no
supuso una mejora en la expresién (fig. 2, cons-
truccién C2). Hay que indicar que el sitio de fi-
jacién de «-Bgt se ha localizado en el dominio
2 de la subunidad o7, y al tener las quimeras
Cl y C2 el dominio correspondiente de la sub-
unidad as, que no tiene capacidad de unir la
toxina, se esperaba que estas quimeras, inclu-
so formando un receptor funcional, fueran in-
capaces de presentar fijacién de «-Bgt, como
asi sucedid. Sin embargo, en caso de expresar
un receptor funcional deberfan producir corrien-
tes, y esto tampoco ocurrié. Al extender al do-
minio 2 la secuencia de la subunidad o (fig. 2,
construccién C3) se pudieron detectar recepto-
res, tanto de fijacién de «-Bgt como de corrien-
tes activadas por ligandos colinérgicos. No obs-
tante, el nivel de expresién de receptores
funcionales era bajo, lo que indica que hacfan
falta otros dominios para obtener un ensamblaje
6ptimo. Dado que la zona correspondiente a los
fragmentos transmembranales estéd bastante
conservada entre las distintas subunidades, se
considerd la posibilidad de que los dominios ne-
cesarios podrfan estar en la zona del carboxilo
terminal, que como ya se ha indicado, es la méas
variable entre subunidades. Sin embargo, al in-
cluir en la correspondiente quimera el dominio
4 de la subunidad «; (fig. 2, construccién C4)
no se obtuvo mayor nivel de expresién. Este re-
sultado nos indujo a analizar la zona correspon-
diente a los segmentos transmembranales, y co-
menzamos afiadiendo el primer segmento M,
{dominio 3, fig 2, construccién C5). La expre-
sién de receptores se incrementd espectacular-
mente, por encima incluso de la obtenida con
la subunidad «;. Esta subunidad quimérica re-
sulté muy interesante, ya que si bien era capaz
de generar receptores que unian «-Bgt, estos
no producian corrientes al activar con nicotina.
El hecho de que esta quimera posea el fragmen-
to M, de la subunidad «; y el M,, considerado
formador del poro, de la subunidad «s, puede
ser que provoque de alguna forma la interrup-
cién de la necesaria comunicacion entre el si-
tio de fijacién de agonistas y el mecanismo de
apertura del canal. Por tanto, podia concluirse
que el segmento hidrofébico M, era indispen-
sable para el ensamblaje de homdmeros. Sin
embargo, y dada la estrategia de seleccién de
las quimeras gue se utilizé, quedaba por con-
testar la siguiente pregunta: ;ya gue se ha com-
probado que los dominios 1 y 2 no son suficien-
tes para producir la homooligomerizacién, son
estos, al menos, necesarios para la misma? o,
en otras palabras, ;es suficiente el fragmento
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Fig. 2. Estructuras de las quimeras as/«; construidas
y resultados obtenidos con las mismas. En cada linea
se indica el nombre de la correspondiente quimera,
la estructura de la misma y los datos de fijacion de
a-Bgt y de corrientes idnicas obtenidos cuando el ARN
correspondiente a cada subunidad se inyectd en ooci-
tos de Xenopus. La primera construccion es la sub-
unidad «; que incluye los dominios estructurales
(numerados O a 4) seleccionados para construir las
diferentes quimeras y dos sitios de restriccion (Sacl
y Narl) utilizados en dicha construccién. En cada qui-
mera se indican sombreados los dominios correspon-
dientes a la subunidad «;, mientras que en blanco
estan los correspondientes a la subunidad as Tam-
bién se indica a la derecha del esquema de cada cons-
truccion la secuencia de aminodcidos de la zona co-
rrespondiente a la unidn a;/cr; de cada quimera, asi
como algunas caracteristicas de la misma, que pue-
den ser de utilidad para facilitar su localizacién, Tam-
bién en este caso los aminodcidos sombreados per-
tenecen a la subunidad «; y los sefialados en blanco
a la a;. La construccion de las quimeras se llevd a
cabo aprovechando los sitios de restriccidn senalados
que eran comunes a las dos subunidades (Sacl) o se
introdujeron por mutagénesis (Narl), y también por
métodos publicados™,
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M, para dirigir la formacién de receptores ho-
moméricos? Para ello construimos las quimeras
C6 y C7, partiendo de la subunidad a5, y sus-
tituyendo dominios 1y 2 por los correspondien-
tes de la subunidad «s. Al sustituir el domino
1 de la subunidad «; por el correspondiente
de la subunidad a (fig. 2, construccidon C6) se
observd que no habia ensamblaje de recepto-
res funcionales vy, por tanto, este dominio era im-
prescindible. Por el contrario, el dominio 2 no
parecia tan importante, porque al sustituirlo en
la subunidad o, por su equivalente de la sub-
unidad a5 (fig. 2, construccion C7), se seguian
expresando altos niveles de receptores funcio-
nales, que se activaban por agonistas. Como se
ha indicado anteriormente, sélo el dominio 2 de
la subunidad «; contiene el sitio de unién de
«-Bgt, y esta quimera poseia el correspondien-
te de la subunidad «s, por Io que era de espe-
rar que no fuera capaz de unir la toxina, como
sucedid.

Conclusion

La expresién en una célula individual de dife-
rentes subtipos de neurorreceptores formados
por subunidades diferentes pero homdlogas exi-
ge la existencia de mecanismos capaces de con-
trolar 1a identificacion y la interaccién especifi-
cas de las subunidades que conformaran las
distintas especies moleculares. Como abordaje
inictal hacia la determinacién de la contribucion
de los dominios especificos de reconocimiento
entre subunidades hemos estudiado el compor-
tamiento de proteinas quiméricas compuestas
de subunidades que se caracterizan por reque-
rimientos de ensamblaje diferentes. Nuestros re-
sultados indican que existen dos dominios im-
portantes en el reconocimiento de subunidades.
El primero es la zona aminoterminal, cuya im-
portancia ya habia sido destacada por otros
investigadores!®=2, £l otro dominio es el primer
fragmento transmembranal, que hemos recono-
cido por primera vez como imprescindible. ;Es
posible postular una interaccién alostérica en-
tre estos dos dominios? El plegamiento de la ca-
dena peptidica comienza en cuanto el dominio
aminoterminal emerge de la bicapa lipidica una
vez atravesada la membrana del reticulo endo-
plasmico. El plegamiento inicial del dominio 1
podria conducir al plegamiento cooperativo del
dominio 3, estableciéndose asi un mecanismo
de ensamblaje adecuado para producir la aso-
ciacion homomérica. Este sistema de recono-
cimiento podria ser mas general y trascender
mas alla de los receptores ionotrdpicos. Recien-
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temente se ha demostrado que el primer frag-
mento transmembranal de |os canales de pota-
sio dependientes de voltaje es esencial en
procesos de ensamblaje de canales funciona-
les en asociacion alostérica con un dominio ami-
noterminal®,
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C. GonzALEz: Querria preguntarle si en los culti-
vos de células cromafines bovinas ha obser-
vado alguna modificacién en la densidad o en
el nimero total de receptores y especfficamen-
te de los que ligan alfabungarotoxina, en tiem-
pOS sucesivos 0 en tiempos crecientes.

M. Criapo: Esto no lo hemos estudiado, pero
existen datos referidos a receptores neuro-
nales que demuestran que si las células se
cultivan en presencia de ligandos, ya sean
agonistas o antagonistas, se produce una
regulacién que se da en unas tres veces
mas de sitios de unién de alfabungarotoxi-
na.

P. SANcHEZ-GARCIA: Cldsicamente los farmacélo-
gos hemos distinguido los receptores nicotf-
nicos ganglionares, los receptores nicotinicos
neuromusculares y los receptores nicotini-
cos en el sistema nervioso central. ;Los nico-
tinicos ganglionares son idénticos a los re-
ceptores ubicados en el sistema nervioso
central?

M. Criapo: Actualmente se estd comprobando
que los distintos receptores nicotinicos difie-
ren en sus subunidades componentes. Por
ejemplo, en el sistema nervioso central, la
composicion mas comun es oy,-8., €s decir,
las unidades a4 con las unidades 8, forman
un pentdmero, son receptores presinapticos.
En los receptores ganglionares del sistema
nervioso periférico, por ejemplo de la célula
cromafin, la composicién de subunidades di-
fiere. Estamos estudiando la célula cromafin,
y hemos encontrado que no contiene unida-
des oy Ni a4 SINO que es «s la subunidad que
une agonistas y también hemos detectado la
subunidad B, Hay otra subunidad que es
la subunidad as, que no sabemos si también
forma parte 0 no de estos receptores. Ello ex-
plica las diferencias de los receptores en cuan-
to a las propiedades electrofisiolégicas, y tam-
bién en cuanto a sensibilidad de agonistas.

C. MonTieL: ¢ Existen diferencias funcionales en-

tre los receptores que fijan alfabungarotoxina
y los que no la fijan?

M. Criapo: Si, existen también diferencias fun-
cionales, por ejemplo, la capacidad de desen-
sibilizacién es distinta. Los receptores «;, por
ejemplo, se desensibilizan rapidamente y ade-
maés al estudiar las secuencias desde el pun-
to de vista evolutivo se observa que se desa-
rrollaron divergencias bastante pronto durante
la evolucién.

J. MarsalL: Quisiera afiadir alguna informacién

complementaria a lo expuesto por el Dr. Cria-
do. Usted se ha referido al hecho de inyectar
mensajeros en el cocito y seguidamente com-
probar su expresién en la membrana del mis-
mo. También es posible inyectar membranas
originales de, por ejemplo, un érgano eléctri-
co, y estas membranas se incorporan a la
membrana del oocito, y lo hacen de manera
funcional, es decir, que afiadiendo acetilcoli-
na dan unas corrientes que pueden llegar a
304 uA.

M. Criapo: Es una informacién metodolégica in-
teresante.

A.G. Garcia: Querria hacer un comentario final,

al hilo del titulo de esta mesa redonda, la far-
macologfa de los canales idnicos. Aunque el
receptor nicotinico del sistema nervioso cen-
tral carece de una farmacologfa, de una far-
macoterapia, se estd trabajando activamente
en ello. El problema de la adiccién a la nicoti-
na esta despertando un interés inusitado, y
creo que pronto podremos pensar en farma-
cos con aplicacién terapéutica que actden se-
lectivamente en los receptores nicotinicos del
sisterna nervioso central, lo que probablemen-
te se deba a estas estrategias de biologfa mo-
lecular que estan identificando diferencias su-
tiles entre los receptores de la placa motora,
del ganglio simpético y parasimpético y de la
neurona.
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Canales activados por glutamato
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Introduccion

En el sistema nervioso central (SNC), la gran
mayoria de las sinapsis excitadoras usan ami-
noacidos como sustancias neurotransmisoras.
Los receptores que los aminoacidos excitadores
reconocen en la célula postsindptica no sélo me-
dian la transmisién normal de la informacién a
este nivel, sino que también participan en la ma-
duracién de las conexiones sinédpticas y en el
crecimiento y la estructuraciéon celular'?, ac-
tuando estos amino4cidos en este punto como
auténticos factores tréficos. Ademas, la activa-
cién de los receptores glutamatérgicos puede
conllevar la generacién de fendmenos plasticos
largamente duraderos como ocurre con la va-
riacién por el uso de la eficacia sindptica, indu-
cible précticamente de por vida. Este fenéme-
no estd considerado la base celular de los
procesos de aprendizaje®. No obstante, la so-
breexcitacion de ciertos receptores puede tam-
bién mediar la degeneracién neuronal y provo-
car la muerte celular. Esto significa que los
mismos mecanismos fisioldgicos, activados in-
apropiadamente, son suficientes para desenca-
denar la muerte de elementos neuronales, pa-
reciendo existir una frontera sutil entre la funcién
normal y la patologfa.

En los Gltimos afios ha tenido lugar un avance
considerable en el entendimiento de las propie-
dades de los receptores que posibilitan la trans-
duccién de la informacién en esas vias excita-
doras. En este sentido, parecen existir, al menos,
dos grandes familias de receptores con propie-
dades farmacolégicas y funcionales diferentes.
Una de ellas comprende los receptores que for-
man un canal iénico (receptores ionotrépicos),
definidos por la accién depolarizante de agonis-
tas selectivos: N-metil-D-aspartato (NMDA) y -
amino-3-hydroxi-5-metilisoxazol-4-propionato
(AMPA), aungue el receptor de AMPA también
puede ser activado por kainato*. Se ha podido
determinar que ambos receptores pueden coe-
xistir en la misma sinapsis*3. Un nuevo tipo de
receptor ionotrépico para el acido glutdmico es
un receptor ionotrépico insensible a AMPA, que

presenta desensibilizacién cuando se activa por
kainato, quiscualato y glutamato. Este receptor
ha sido descrito muy recientemente habiéndo-
se denominado receptor «kainato-selectivo». La
otra gran familia comprende receptores acopla-
dos a proteina G, cuya activacién provoca, en
unos casos, la hidrélisis de fosfoinositidos a 1P3
y diacilglicerol’ y, en otros, la modulacién de
los valores de cAMP82, Son los receptores de
quiscualato tipo B o de ACPD (receptores me-
tabotrépicos). Esta familia incluye lo que pare-
ce ser un autorreceptor de efecto inhibidor
presinaptico'®, el receptor de AP4, del que se
dispone de limitada informacién. En un tema en
continua evolucién, esta clasificacién puede ver-
se alterada a medida que el conocimiento so-
bre los receptores nativos progrese, teniendo en
cuenta las nociones aportadas en los Gltimos
afos por el estudic de los diferentes tipos de re-
ceptores recombinantes expresados en sistemas
de expresién exdgena.

Caracterizacion de los receptores
glutamatérgicos

El subtipo NMDA de receptor glutamatérgico
es un canal catiénico operado por ligando que
permite la permeacién de Na+, K+ y Ca?z+ y
que posee diversos lugares susceptibles de mo-
dulacién tanto por agentes endégenos como

*Debido a la falta de especificidad farmacoldgica
de los antagonistas disponibles hasta la fecha y a que
astos receptores son también activados por kainato,
los receptores de AMPA son cominmente referidos
como receptores de AMPA/kainato. La evidencia de
que existen receptores de glutamato que, siendo ac-
tivados por kainato de forma peculiar, no reconocen
AMPA (véase posteriormente) obliga a hacer una dis-
tincién entre receptores de AMPA y receptores de kai-
nato todavia no suficientemente universal. Por ello, en
el presente articulo denominaremos receptores de
AMPA a aquellos receptores que son activados
por AMPA, aunque también lo sean por kainato®.

17



FARMACOLOGIA DE LOS CANALES IONICOS

exogenos. Estos lugares se corresponden con
el sitio que reconoce al ligando endogeno, glu-
tamato; un lugar de alta afinidad para glicina®?,
que actla posibilitando la apertura del canal in-
ducida por el agonista'?’® y que es diferente
del receptor inhibidor de glicina, sensible a es-
tricnina; un sitio o sitios dentro de la luz del ca-
nal, donde el Mg?* y las fenciclidinas (PCPF, ke-
tamina, MK-801) se unen para producir el
bloqueo del canal una vez abierto, fendémeno de-
pendiente del potencial de membrana*’. Un
sitio adicional lo representa el lugar donde el
Zn?* actla para inhibir alostéricamente la res-
puesta a NMDA'®12 |gualmente, se ha descri-
to la sensibilidad del receptor de NMDA a la con-
centracién extracelular de H+2?1, asi como al
estado redox celular”. Mas recientemente, se
ha descrito la existencia de un lugar donde las
poliaminas enddgenas espermina y espermidi-
na se unirian para potenciar la respuesta a
NMDA?®*. Experimentos realizados en nuestro
laboratorio han demostrado que esta potencia-
cién se debe a un decremento del grado de de-
sensibilizacién del receptor de NMDA y que las
poliaminas reconocen un tugar situado en la
cara extracelular del receptor?®,

Los experimentos llevados a cabo durante los
ultimos anos con técnicas de biologia molecu-
lar han conducido a la clonacién de las subuni-
dades que deben conformar in vivo los recep-
tores para glutamato. Ello ha puesto de
manifiesto la existencia de varias subfamilias
de subunidades. Las multiples combinacio-
nes de estas subunidades en dosis todavia no
conocidas darfan lugar a la gran diversidad fun-
cional que los receptores de glutamato presen-
tan. En este sentido, es posible obtener recep-
tores funcionales de NMDA con propiedades
similares a las descritas con respuestas nativas
por ensamblaje heteromérico de dos tipos de
subunidades, la NR1% y cada una de las 4 sub-
unidades NR2 (NR2A-DY*. La subunidad NR1
aparece en siete formas diferentes generadas
por procesamiento diferencial de los ARN?/,
otorgando cada una de ellas al heterémero pro-
piedades farmacolégicas peculiares. lLa sub-
unidad NR1 es ubicua en el SNC mientras que
las NR2 poseen un caracter modulador, dado
que los receptores recombinantes de NMDA ad-
quieren caracteristicas funcionales diferentes de
acuerdo a la subunidad NR2 que se ensamble
con NR1%:28 Ademas, las subunidades NR2
presentan perfiles diferentes de expresién espa-
cial y temporal en el desarrollo, generando di-
versidad funcional en las distintas poblaciones
neuronales del SNC#.
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En términos de papel funcional, esta amplia-
mente reconocido que los receptores de AMPA
median la mayor parte de la transmision sinap-
tica excitadora de tipo rapido®. La familia de
los receptores AMPA comprende 4 subunidades
altamente homdlogas (GIuR1-4)%*, Estudios far-
macolégicos y electrofisiolégicos con receptores
recombinantes de AMPA expresados en lineas
celulares o en ococitos de Xenopus han demos-
trado que este receptor posee una alta afinidad
por AMPA y que este andlogo de glutamato de-
sencadena respuestas similares a las registra-
das en células pertenecientes al SNC*. |gual-
mente, han demostrado que este receptor, y el
canal idnico que forma, es activado por kainato
generando respuestas no desensibilizantes. La
falta de agonistas especificos hace dificultosa la
distincion funcional con otros receptores, lo que
ha llevado a cuestionar la existencia, por ejem-
plo, de receptores de kainato especificos y de
AMPA especificos en el SNC.

lgualmente, se ha propuesto que las familias
compuestas por KAl y KA2 y por GIuRb5, GIuR6
y GIuR7 representan las subunidades de los re-
ceptores de kainato de alta afinidad®3* y que
in vivo los distintos receptores podrian estar
compuestos por estas subunidades asociadas
de forma heteromérica. Sin embargo, y a pesar
de algunas evidencias autorradiogréficas y datos
de unidn de radioligandos®, la demostracién
de la existencia de este tipo de receptores en
forma funcional en membranas nativas ha sido
ardua. No obstante, muy recientemente, nuestro
laboratorio ha podido demostrar, utilizando técni-
cas de patch-clamp y perfusién répida, que un
alto porcentaje de neuronas hipocdmpicas en
cultivo expresan receptores de glutamato que
son selectivos para kainato®. Estos receptores
sufren una profunda y rdpida desensibilizacién
y, aungue son activados por glutamato, quiscua-
lato y domoato, no son sensibles a AMPA. Estos
resultados han provisto la primera evidencia
acerca de la existencia en células nerviosas de
receptores funcionales de este tipo, dando lugar
a la pregunta de cuél es su funcién en el SNC.

Canales idnicos activados por glutamato

Quizas uno de los resultados méas sorprenden-
tes que la expresién y la caracterizacion de las
distintas subunidades han proporcionado es la
constatacion de que el receptor de AMPA, en
determinadas configuraciones, muestra una lla-
mativa permeabilidad a Ca®+3%¥, Era universal-
mente aceptado gque el incremento citoplasma-
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subunidades. Se pos-

tula que este segmento forma parte de fa pared del canal ionico. En algunas subunidades, como GluR-B, GluR-5
y GIuR-6, el «sitfo Q/R» presente en el segundo segmento transmembrana (sombreado claro) puede estar ocupa-
do por glutamina (Q) o arginina (R) debido a fendmenos de editaje del ARNm. En cerebro de rata se ha compro-
bado que mientras gue practicamente el 100% del ARNm que codifica para GIuUR-B se encuentra editado (posee
un codon para R), solo el 30% del ARNm para GIuR-5 presenta un coddn editado, porcentaje que es aproxima-
damente del 75% en el caso de GIluR-6%., En las subunidades del receptor de NMDA (NR-1, NR-2A, -2B, -2C
¥ -2D) la posicion homdloga al sitio Q/R estd ocupada por una asparragina (N). Este sitio es critico en todas las
subunidades y determina en gran medida la permeabilidad idnica del canal.

tico de Ca?* en respuesta a glutamato se debia
a la apertura de receptores de NMDA, o a la ac-
tivacion de canales de Ca?- dependientes de
voltaje en respuesta a |z despolarizacion que el
glutamato provoca. Los estudios de biologia mo-
lecular han demostrado que se pueden obtener
diversos tipos de receptores funcionales de
AMPA por combinaciones de las subunidades
GIuR-A, -B, -C y -D (también denominadas
GIURI-4)** (fig, 1). La expresidn de estas sub-
unidades ha puesto de manifiesto que el Ca?+
puede permear aquellas formaciones homomé-
ricas o heteroméricas que carecen en su com-
posicién de la subunidad GIUR-B*:%, Otro he-
cho flamativo es que en ausencia de GIUR-B, las
corrientes mediadas por los receptores de AMPA
presentan una matcada rectificacién en direc-
cidn entrante. Por el contrario, receptores que
poseen la subunidad GIuR-B en su compaosicion
carecen de rectificacion entrante y no presen-
tan permeabilidad al Ca?+3. Estos resultados
indican que la presencia de GIuR-B determina
tanto el comportamiento voltaje-dependiente del
heterdmero como la permeabilidad al Ca2+ del
canal funcional. Experimentos de mutagénesis
dirigida han demostrado que el responsable de

este comportamiento es un dnico aminoacido
situado en ¢l segundo segmento transmembra-
na y que se origina por editaje de] ARNmM2.40,
En la subunidad GIuR-B, este residuo es argi-
nina (R), mientras que en los GIUR-A, -C y -D,
este puesto estd ocupado por glutamina (Q)
(fig. 1). Este sitio, denominado «Q/R», es criti-
co en el funcionamiento de todos los canales
operados por glutamato ya que en todas las
subunidades de los receptores de NMDA el
aminoécido presente en el lugar homélogo,
una asparragina, controla igualmente la per-
meabilidad del canal al Ca** y el blogueo por
el Mga+-.

Dada la importancia que la existencia o no de
esta via de entrada del Ca2+ a través de los re-
ceptores de AMPA puede tener en la funcién
neuronal y lo que de ello se pudiera derivar en
términos de participacién en fendmenos plasti-
cos y/0 excitotéxicos, decidimas examinar la for-
ma de las relaciones corriente-voltaje (I/V) y eva-
luar la permeabiiidad al Ca®+ de los receptores
de AMPA expresados por las células hipocam-
picas en cultive (fig. 2). Estos resultados se ex-
tendieron a nauronas hipocémpicas, disociadas
agudamente a partir de individuos jévenes, que
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fig. 2. Propiedades de
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AMPA en neuronas hi-
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Ca’+). EI protocolo seguido fue el siguiente: el potencial de membrana se varié desde -90 hasta +90 mV en pa-
sos de 20 mV. El potencial de reposo entre pulsos fue de -60 mV. Se aplico Kainato a concentracidn constante
durante 0,6 s (barra horizontal} en cada valor de potencial. £n fa parte inferior de cada caso se muestra la rela-
cion 17V, calculada tras la sustraccion de la corriente de pérdida correspondiente. Las lineas son polinomios de
segundo (A y C) o cuarto (B) orden ajustados a los valores de amplitud. Las respuestas inducidas por kainato,
actuando sobre los receptores de AMFA, pueden ser clasificadas en rectificadoras en sentido saliente y no per-
meables a Ca®* (A), rectificadores en sentiac entranite y permeables a Ca?* (B) y aproximadamente lineales, con
baja, aungue no despreciable, permeabilidad a Ca’+. La razén de permeabilidad P.?*/ P, calculadas segun
la ecuacion de campo constante, esta indicada en cada célula. Tomada de Lerma et al*®.

al conservar la polaridad estructural nos permi-
tieron estudiar la distribucién topoldgica de los
receptores en el eje somatodendritico. Los re-
ceptores de AMPA se activaron con kainato,
puesto que este agonista no desensibiliza dichos
receptores, permitiendo estudiar ias corrientes
en condiciones estacionarias. Con este estu-
dio*? se demostrdé que, aunque la mayoria
(52,2%) de las células en cultivo expresan recep-
tores de AMPA que carecen de permeabilidad
a Ca?+ (fig. 2A), existe un nuimero significativo
de neuronas en las que la activacion de estos
receptores puede contlevar una entrada ce
Ca?* muy sustancial. De este dltimo grupo
hay que distinguir un pequefio porcentaje
(6,6%) gue presentan respuestas a kainato con
una clara permeabilidad al Ca?* (Pc../
P =0,9) (fig. 2B). No obstante, no se encon-
traron permeabilidades al Ca2+ tan altas como
las descritas para receptores de AMPA recom-
binantes y, en todo caso, fueron menores que
las estimadas en las mismas condiciones para
los receptores de NMDA (Pg,,./Pe., =5,8). Las
células que mostraron mayor permeabilidad al
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Ca?+ presentaron una relacion 1/V con rectifica-
cién entrante, aungue no completa. El 41% de
las células estudiadas presentaron una curva I/V
aproximadamente lineal y una permeabilidad al
Ca2?+ baja, aunque no despreciable (Pe..,/
Pee, =0,18) (fig. 2C). En tado caso, se pudo
comprobar la existencia de una correlacién en-
tre el grado de rectificacién entrante y el grado
de permeabilidad al Ca?*.

Esto lleva a la conclusién de que las células
hipocampicas deben expresar los dos tipos de
receptor de AMPA con propledades de rectifi-
cacion opuestas y, per consiguiente, con baja
y alta permeabilidad al Ca?+. Ello haria posible
la existencia de rectificacidén incompleta en las
curvas /v, asi como una permeabilidad al Ca?-
graduada a nivel celular a través de los recep-
tores de AMPA.

Aunque la existencia de subunidades de re-
ceplores de AMPA alin desconocidas no se pue-
de descartar, esta Ultima conclusién es especial-
mente atractiva puesto que implica que
receptores de AMPA permeables y no permea-
bles a Ca?+ (es decir, que contienen y que ca-
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Fig. 3. Modelado de las relaciones 1/V de jos receptores de AMPA. A: relaciones I/V en 2 células prototipicas
que muestran rectificacion entrante (circulos) o saliente (triangulos). Los puntos representan los valores normali-
zados de corriente inducidos por kainato a cada valor de potencial de membrana. Las lineas representan un poli-
nomio de cuarto grado (rectificacion entrante) o de segundo grado (rectificacion saliente) ajustado a los valores
obtenidos en esas células. Estos polinomios fueron:

Entrante=8,795x10°x*+1,073 x 10-% x3 - 7,167x10° x*+9,306 x 10~* x

Saliente=4,867 »x 10-° x?+1,512 x 102 x

Los valores de corriente, obtenidos experimentalmente en 41 céluias que mostraban caracteristicas mixtas, se
afustaron en cada caso con la funcion resultante de la suma de Jos polinomios indicados:

le{Entrante)+Oe(Saliente) + offset

donde| y Q representan las amplitudes de cada funcidén polindmica, y fueron los tnicos parametros (mas el off-
set) que dejaron fluctuar libremente durante el proceso de ajuste. B y C muestran resultados representativos de
ajustes en 2 células de caracteristicas muy distintas. Los puntos son datos experimentales; las lineas representan
el resultado del ajuste. La razon de permeabilidad Ca®+ /Cs*, asi como la razén de las amplitudes de cada poii-
nomio (1/0), estén indicadas en cada caso. D: correlacién entre la razon de los componentes de entrada y salida
estimados por ajuste y el grado de permeabilidad a Ca?+, medido para cada una de las células (n=41). Se re-
presentan tanto ia linea de regresion como el intervalo de confianza al 90% (ineas discontinuas). r es ef coeficien-
te de correfacion, que fue significativo al 99%. Tomado de Lerma et af”.

recen de GIUR-B editada) coexisten en la mis-
ma célula en mayor o menor proporcién. Para
comprobar esta hipbtesis se modeld la voltaje-
dependencia de los receptores de AMPA per-
meables al Ca?+ mediante un polinomio de
cuarto grado, que ajustd y representé perfecta-
mente la curva |/V de las respuestas mediadas
por los receptores de AMPA en una célula que
presentd una fuerte rectificacion entrante, Esta

funcién, asi calculada, se tomé como protot(pi-
ca de los canales de AMPA permeables al
Ca?+. Un polinomic de segundo grado, ajusta-
do a una relacioén I/V con cierta rectificacion sa-
liente, sirvié para representar adecuadamente
la curvatura de la relacién 1/V que tipicamente
presentan |0s receptores no permeables al
Ca?+ (fig. 3A). Si ambos tipos de receptor co-
existen en la misma célula y si para cada valor
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de Vm su activacién contribuye igualmente a la
corriente total, la relacion 17V para esa cé ula pc-
dria ser calculada por la suma ponderada de
las funciones que explican el comportamiento
de cada tipo de receptor. Las figuras 3B y 3C
exponen el resultado de ajustar la suma de los
2 polinomies, calculados previamente, a los pun-
tos obtenidos experimentalmente en 2 czsos ex-
tremos. Los Unicos parametros libres en el ajuste
fueron las amplitudes de cada funcidn poling-
mica. Como puede verse, con este modelo es
posible explicar relaciones 1/V muy dispares,
considerando Unicamente la presencia -elativa
de cada componente. Esta fue cuantificada
como la razén entre las amplitudes estimadas
que definieron el componente rectificador de en-
trada y el de salida. Una comprobacion ulterior
de aste modelo podria venir dada por la exis-
tencia de correlacién entre el grado de permea-
bilidad al Ca?*, medido previamerte en cada
una de las células analizadas, con la razén de
las amplitudes estimadas para cada componen-
te siguiendo el modelo. Efectivamente, la razon
de amplitudes de los respectivos polinomios es-
tuvo bien correlacionada con el grado de per-
meabilidad al Ca”', medido come la razén de
permeabilidades Ca2-/Cs* (fig. 3D). Este mo-
delo tan simple demuestra que la rectificacion
graduada de las corrientes mediadas por acti-
vacidn de los receptores de AMPA es posible si
receptores de uno y otro tipo son expresados por
la misma célula. lgualmente, la existencia de po-
blaciones celulares que, teniendo una relacién
I/V lineal muestran una entrada sustancial
de Ca?' cuando se activan los receptores de
AMPA, es posible. En este sentido, se han des-
crito acumulaciones relevantes de Ca?+ tras la
activacior de receptores de AMPA en células
que presentaron una relacion I/V practicamen-
te lineal*“5. De acuerdo a estas consideracio-
nes, podemos afirmar que una permeabilidad
celular relativamente baja al Ca®* cuando se
activan los receptores de AMPA no significa la
existencia de receptores de AMPA parcialmen-
te permeabies al Ca?+, sino que s6lo unos po-
cos receptores de AMPA de los expresados per
esa célula son permeables al Ca?«.

Lz entrada de Ca? a través de los recepto-
res de AMPA puede tener un gran significado
funcional, particularmente alli donde lcs recep-
{ores de NMDA estén pobremente representa-
dos. Se ha demostrado recientemente gue si-
napsis carentes de receptores de NMDA
presentan receptores de AMPA capaces de pa-
sar corriente sélo en direccién entrante {rectifi-
cadores)®. Estos receptores, como se acaba
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de argumentar, deben ser permeables al Ca?+.
Aungue el ARNm para la subunidad GIuR-B se
colocaliza con ARNm codificantes para otras
subunidades en la mayoria de las células
hipocdmpicas®, la coexistencia de receptores
de AMPA permeables y no permeables a Ca?+
puede ser un fenémeno ampliamente extendi-
do. Por ejemplo, las células de Purkinje mues-
fran una entrada de Ca?' sustancial por activa-
cién de los receptores de AMPA, a pesar de que
expresan grandes cantidades de ARNm para
GluR-B*. Aungue todavia no suficientemente
valorado, las neuronas gue expresen receptores
de AMPA permeables al Ca’+ deben ser parti-
cularmente vulnerables a glutamato. Como fa ex-
presion de las diferentes subunidades que cons-
tituyen los receptores varia con el tiempo#=0, el
grado de susceptibilidad excitotdxica para dife-
rentes pob aciones neuranales puede igualmen-
te variar, ccasionandc que ciertas areas cere-
brales sean mas o menos susceptibles a los
fendmenos excitotoxicos durante fases particu-
lares del desarrollo.

Conclusiones

En resumen, los receptores para los aminoaci-
dos excitadores, principalmente glutamato, no
sélo median la transmisién sindptica normal,
sinc que también participan en diversos fenéme-
nos fisioldgicos e igualmente son los responsa-
bles de numerosos procesos neurodegenerati-
vos. Por ello, el estudio de los receptores para
los aminoécidos excitadores y el desarrollo de
antagonistas que pudieran prevenir el dano exci-
totdxico es, en la actualidad, una de las areas
mas activas de la neurobiologfe tanto bésica
como clinica. El conocimiento de la farmacolo-
gla, la biofisica y los sitios de modulacion de los
receptores de glutamato es esencial para el de-
sarrclio de farmacos especificamente dirigidos a
influenciar y controlar su actividad, en la esperan-
za de que disminuyendo la estimulacion excesiva
y prclongada de Ios receptores de glutamato se
atenuara lz neurodegeneracion gue conllevan.
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W. Buro: Usted ha realizado experimentos to-

J

)

mando tan sélo el calcio o el sodio como ion
permeable. Quisiera preguntarle si existe al-
guna interaccion cuando se colocan sodio y
calcio juntos como iones permeables. Si exis-
te interaccion el modelo no va a “uncicnar, ob-
viamente, ya que es un modelc lineal de suma
de ajustes.

. LERmA: Existe, efectivamente, interaccién ya

que se ha descrito gue el calcio ologuea el re-
ceptor, o el canal de AMPA —y nosotros lo he-
mos comprobado también con el canal de
kainato— o que s extensible también al ca-
ral de NMDA. A la vez que perraa, €l ca cio
b ogJea la corriente de sodio. En nuestre mo-
delo no heres Ltilizedo 2 iones a la vez a la
hora de determinar el graco ce permeabilided

I
&

a calcio o la razén de permeabilidades cal-
cio/cesio, porgue es absclutamente necesa-
rio asumir condiciones bidnicas para poder de-
terminar el grado de permeabilidad del calcio
con fiabilidad. La presencia de 2 iones per-
meantes crea confusién y complica tremen-
damente fas estimaciones.

B. Sorin: ;Sabe si el magnesio citesolico ce-

sempefa algiin papel en los procesos de rec-
tificacion que ha observado?

J. Lerma: Los registros se realizan en presencia

de magnesio interno pero en su ausencia apa-
rece tambk’'ér racificacion entrante. Aparen-
temarte hay dos procascs de rectificacion,
uno de rectificacion saliente y € 0 se debe a
una voliziedependencia de la desensibiliza-
zién exclusivamente. Si se suprime la desen-
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sibilizacién con ciclotiacida no hay rectificacién
saliente. Pero la rectificacién entrante sf que
puede tener un origen iénico aun cuando no
sea el magnesio. Este es un hecho que esté
siendo objeto de debate.

B. Soria: En una de las diapositivas mostraba
que el diazdxido afecta al sistema. Es una sus-
tancia que abre canales de potasio. ;El efec-
to que esta mostrando es un efecto directo so-
bre el receptor o es un efecto a través de
cambios del potencial de membrana?

J. LErma: En nuestro grupo no hemos trabaja-
do con diazdxido. Fue la segunda sustancia
después del aniracetam que se probd y sirvié
para demostrar que el receptor de AMPA te-
nfa un lugar de modulacién alostérica. Traba-
jamos con ciclotiacida, que tiene los mismos
efectos ya que es un diurético y su estructura
es muy parecida, son benzotiadiacinas. No sé
a qué concentraciones actla sobre 10s cana-
les de potasio, sobre los canales de AMPA ac-
tla a concentraciones muy bajas del orden mi-
cromolar.

J. Lorez BARNEO: Querria volver a la interrela-
cién sodio-calcio. En todas las curvas I/V que
ha mostrado antes utilizaba soluciones con so-
dio (libres de calcio), o bien de calcio (libres
de sodio). ¢ Existen diferencias entre las cur-
vas |/V de los receptores AMPA permeables
y no permeables al calcio, si se utilizan con-
centraciones fisiolégicas de estos iones? Por
ejemplo, 140 mM de sodio vy 2,5 mM de
calcio.

J. Lerva: No, a nivel macroscépico de célula
completa, Es posible que exista a nivel micros-
cépico, me refiero en términos de curva I/V
de canal unico.

J. Lorez BARNEO: Quisiera referirme a sus traba-
jos y a los de otros autores, que muestran que
el receptor AMPA es permeable a calcio, ¢ po-
drfa hacer un comentario sobre su posible lo-
calizacién dentro de una neurona?, ;esta dis-
tribuido uniformemente o cree que hay una
distribucién no uniforme en el soma, dendri-
tas primarias y arbol dendritico?

J. LErmA: Esta cuestién nos la planteamos al ob-
servar estos resultados, y realizamos registros
en células de hipocampo disociadas aguda-
mente de animales poshatales, es decir, que
mantienen la polaridad en el sentido que el
soma es soma vy la dendrita apical es la den-
drita apical. Mediante perfusién localizada de
la membrana neuronal a nivel del soma o a
nivel de la dendrita proximal, o de la dendrita
apical pudimos comprobar que en el soma
hay menos rectificacién que en la dendrita

proximal, y en la dendrita proximal més que
en el somay en la dendrita apical, por lo que a
partir de la correlacién, grado de permeabili-
dad-grado de rectificacion, se puede inferir
que en la dendrita proximal existen mas re-
ceptores permeables a calcio que en el soma,
0 que en la dendrita apical. Por tanto, sl que
hay una localizacién, una topologia a lo largo
del eje somatodendritico.

J.E. Esaquerpa: En este contexto yo quisiera pre-

guntar si alguien ha hecho la correlacién en-
tre la presencia de receptores AMPA permea-
bles a calcio y la capacidad del AMPA para
producir fenémenos de excitotoxicidad.

J. Lerma: Las células de Purkinje que no expre-
san NMDA muestran una gran sensibilidad ex-
citotdxica a AMPA. En presencia de glutdmico
la célula de Purkinje muere y esa muerte es in-
ducida a través de receptores de AMPA, Antes
de conocer que el receptor de AMPA era per-
meable a calcio se creia que la toxicidad se
debia a fendmenaos osmoticos o a la activacion
de canales de calcio voltajedependientes, pero
obviamente se trata de un efecto calciodepen-
diente, y es antagonizado por antagonistas de
los receptores de AMPA.

M. Criapo: Usted ha presentado unas células
que en un determinado porcentaje tienen
unos receptores con unas caracterfsticas. ¢Es
posible que durante el tiempo de cultivo de
las células estos porcentajes se modifiquen?

J. Lerma: Es una buena pregunta. Al realizar
cultivos se estan seleccionando unas células
que crecen bien y no se tiene en cuenta las
células que crecen mal. Sin embargo, el por-
centaje de células permeables a calcio o con
rectificacién de entrada en cultivos neurona-
les realizados a partir de embriones fue muy
parecido al porcentaje de células con rectifi-
cacién de entrada encontradas en céiulas pos-
natales disociadas agudamente.

J. TamarGo: Mi pregunta estd relacionada con
la que antes formuld el Dr. Soria; usted estd
observando el efecto de diazéxido que dismi-
nuye conductancia potasio y estd observan-
do el efecto de ciclotiacida, que al menos en
las preparaciones que manejo también mo-
difica en el mismo sentido fa polaridad celu-
lar porgue inhibe la conductancia calcio a tra-
vés de canales L y T. Mi pregunta es: ;tiene
alguna forma de decirme qué conductancia
modifican en esa preparacién?

J. Lerma: No vemos el efecto de estos farmacos
saobre otros canales gue no sean los canales
de AMPA ya que trabajamos en condiciones
de fijacién de voltaje. Por tanto, no hay acti-
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vacion de canales voliajedependientes, apar-
te de los que estén activos en el potencial de
membrana en reposo; ademas, si hubiera ca-
nales de potasio activos al potencial de mem-
branas en reposo, los tendriamos blogueadas
mediante el cesio afiadido dentro de la célu-
la. Unicamente observamos corriente de
AMPA al poner AMPA. Par todo elfo, no hay
ringuna contaminacion en lo gue se refiere a
la accion de ciclotiacida por activacion o des-
activacion de otros canales.

V. Cena: Cuando se cultivan neuronas u otro
tipo de células se producen muchos fenome-
nos de desensibilizacién que pueder modifi-
car la distribucion de receptores. En el caso
del hipocampo una posibilidad de prevenir
este efecto es realizar experimentos en roda-
jas, la pregunta es: ;han hecho exgerimen-
tos en rodajas de hipocampo? vy, si la respues-
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ta es afirmativa, ;obtienen los mismos resul-
tados?

J. Lerma: Nosotros no, pero otros grupos han

llevado a cabo experimentos tratando de co-
rrelacionar las curvas 1/V con la permeabili-
dad calcio. El resultado que han obtenido ha
sido absolutamente negativo, no han encon-
trado permeabilidad del calcio ni rectificacion
entrante en parches tomados del soma. Sin
emoargo, ya he sefialado que en el soma hay
menos receptores permeables al calcio que
en la dendrita, lo que podrfa ser la causa.

B. Soria: En relacién con la pregunta anterior,
si estas sustancias actuan directamente sobre
el receptor, ;ha revisado si hay trozos de se-
cuencias homdlogas entre sste receptar y o
que se sabe de canales de potasio?

J. Lerma: No, es un aspecto muy reciente.
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Introduccion

Desde los trabajos pioneros de Hodkin y Hux-
ley a principios de la década de los cincuen-
ta'?, se ha hecho evidente que los canales de
K+ son responsables de la repolarizacion de los
potenciales de accién mediados por Na-,
Ca?+, Na+ y Ca?- o Cl- en células eléctrica-
mente excitables. Sin embargo, los canales de
K+ aparecen ampliamente distribuidos tanto en
células eléctricamente excitables como en las
no excitables, y en los Ultimos afos esta cada
vez mas claro que ademas de su ubicuidad, po-
seen un importante papel en la produccién y/o
el control de una gran variedad de respuestas
en préacticamente todos los tipos celulares. Asi,
aparte de su capacidad para modular el patrén
de disparo neuronal y de su papel en la codifi-
cacién e integracién de las sefales neuronales,
los canales de K+ son componentes esenciales
de los sistemas que controlan en todo tipo de
células la homeostasis del Ca2+ celular, los pro-
cesos contréctiles y secretores o el volumen ce-
lular.

Desde hace mas de 2 décadas se ha recono-
cido también un importante papel del Ca?+ in-
tracelular como mediador en el denominado
«proceso de acoplamiento estimulo-secre-
cién»3, Tanto en tejidos eléctricamente excita-
bles clésicos (nervio y masculo) como en célu-
las neuroendocrinas o exocrinas, el Ca?* es
ampliamente utilizado comoe mediador intrace-
lular. Esto ha conllevado la aparicién de una gran
variedad de procesos celulares dedicados al
control eficiente de la homeostasis del Ca?*.
Entre ellos se incluyen sistemas de entrada de
Ca?+ extracelular (p. €j., canales de Ca?* ope-
rados por receptor o por voltaje), sistemas de
salida del Ca%+ citoplasmico al medio externo
(p. ej., Caz+-ATPasas e intercambiadores Na+-
Ca?+) y mecanismos de almacenamiento de
Ca?- (p. g]., orgdnulos coma el reticulo sarco-
plasmico, el reticulo endoplasmico o las mito-
condrias). Sin embargo, junto a estos sistemas
de control directo de la concentracion de Ca?+
citoplasmico, existen otros, como los canales de

K+ que, aungue de modo indirecto, modulan
de forma esencial la homeostasis del Ca?- ce-
lular. Asi, estos canales aportan una via de re-
polarizacidn para las células despolarizadas
manteniendo, pues, el potencial de membrana
basal. La hiperpolarizacion celular debida a la
apertura de canales de K-, tiende a eliminar el
flujo de Ca?+ a través de canales dependientes
ae voltaje, y estimula la salida de Ca® a tra-
vés de los intercambiadores Na+-Ca2+ electro-
génicos. Inversamente, el blogueo de los cana-
les de K' con la subsiguiente despolarizacion
del potencial de membrana celular promueve
la apertura de canales de Ca?* y aumenta la
excitabilidad celular. No obstante, es importan-
te constatar que en células no excitables eléc-
tricamente (p. gj., linfocitos, células endotelia-
les*5) dicha despolarizacion puede causar una
reduccion del flujo de Ca?+ desde el medio ex-
terno a través de canales independientes de vol-
taje, debido a la disminucién del gradiente elec-
troguimice de Ca?+. En células como las de los
epitelios especializados en procesos de trans-
porte de fluidos y electrdlitos, ias variaciones en
las concentraciones intracelulares de Ca?+ son
un parametro importante de control del proce-
so secretor. En este caso, ademds de su posi-
ble papel en el mantenimiento de la homeosta-
sis de Ca?-, los canales de K- son esenciales
para funciones comao: 1) el reciclado del K+ co-
transportado con los iones secretados a través
del epitelict; 2) la repolarizacién de la membra-
na celular, necesaria para el mantenimiento de
los gradientes electroguimicos requeridos para
la energizacion de los flujos pasivos de iones?
0 del transporte acoplado de iones y solutosg,
y 3) la prevencion de los grandes cambios de
volumen celular causados por ias répidas varia-
ciones en las tasas de transporte trans-
celular’®.

La aparicién de la técnica de patch-clamp en
sus distintas configuraciones a comienzos de los
afos ochenta® hizo posible la caracterizacién
de los canales idnicos presentes en una enor-
me variedad de células, asi como el conocimien-
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fig. 1. Modelo esquematico de los componentes ce-
fulares clave en el control de movimientos idnicos du-
rante los procesos absortivo-secretores en células epi-
teliales. Ndtese la participacion en el proceso secretor
de canales de CF regulados por segundos mensaje-
ros (Ca®*, AMPc) y situados en €l polo luminal de la
célula. Asi mismo, se destaca la importancia de ca-
nales de K* en la membrana basolateral operados
por Ca?* y/o voltaje. Para mas explicaciones, véase
el texto; Glc: glucosa; aa’: aminodcidos; ACh: acetil-
colina; Vim: potencial de membrana.

to de la contribucién de cada uno a las corrien-
tes celulares totales. Estos conocimientos han
sido complementados a partir de alrededor de
1985 mediante el uso de dicha técnica para ob-
tener informacion acerca de los mecanismos de
generacion de sefiales por medio del Ca?+ ci-
toplasmatico. La comprobacién de los efectos
de la activacién de distintos receptores, la intro-
duccidn en el interior celular de distintos men-
sajeros o sus analogos, la combinacién de los
registros de patch-clamp con el uso de coloran-
tes fluorescentes y, mas recientemente quizé,
la imbricacidn de la citada técnica con podero-
sas herramientas como la biologia molecular, han
permitido un acelerado avance en el campo de
la transduccidén de sefales incluidas, por su-
puesto, las mediadas por Ca?+. A continuacion
se resumen algunos de los resultados y conclu-
siones obtenidos en nuestro laboratorio en los
Ultimos ahos, centrades en las caracteristicas y
el posible papel de algunos canales de K+ en
las sefiales celulares mediadas fundamental-
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mente por Ca?+ en células adenochipofisarias,
asi como por Ca?t y/o AMPc en epitelios secre-
tores.

Canales de K+ en epitelios secretores
de fluidos y electroiitos

A pesar de la existencia de excepciones a esta
regla, podria afirmarse que mientras ia mayc-
ria de las células endocrinas poseen la capaci-
dad de generar potenciales de accién, las célu-
las epiteliales carecen de dicha capacidad®. Sin
embargo, los epitefios absortivo-secretores de
muchos tejidos (glandula salival, intestino, glan-
dula sudoripara, pancreas exocrino, mucosa
gdstrica, cérnea, glandula lacrimal y epitelio tra-
queal, entre otros), estdn sometidos a un estricto
control nervioso y/o hormonal. En la mayor parte
de estos tejidos, la activacién hormonal o ner-
viosa de la secrecion desencadena un incremen-
to en la conductancia de la membrana luminal
al Cl'. El esquema simplificado de la figura 1
muestra, dejando aparte las evidentes variacio-
nes particulares existentes entre distintos epi-
telios, un modelo general de los componentes
claves en el control del transporte de electroli-
tos durante los procesos absortivo-secretores
transepiteliales. Aungue incompleto, el modelo
destaca la necesidad de un aporte de CI- a
través de la membrana basolateral durante la
secrecion gue compense el flujo del anién pro-
movido por los mensajeros intracelulares (Ca?-,
AMPc) a través de la membrana luminal, y que
asegure el mantenimiento de la tasa secretora
durante un periodo de tiempo adecuado. Este
aporte de Cl- es realizado en muchos casos
mediante la operacidn de un sistema de cotrans-
porte Na+ -K+ -Cl-, dependiente del gradiente
de Na+ vy, por ello, de la operacién de la Na~+
-K+ -ATPasa selectivamente localizada en la
membrana basolateral. El funcionamiento ade-
cuado del sistema necesita, sin embargo, de un
componente adicional, es decir, un canal de
K+ situado en la membrana basolateral que
permita: a) el drenaje del posible exceso intra-
celular de K+ aportado por el cotransportador
Na+ -K+ -Cl- y la Na+ -K+ -ATPasa; b) el apor-
te de K+ al espacio extracelular que asegure la
operacién correcta del sistema de cotransporte
Na* -K+ -Cl-, y ¢) el mantenimiento del poten-
cial de membrana celular negativo en el inte-
rior, que compense el flujo de cargas negativas
producido por la salida de los iones Cl- y que
mantenga asi el gradiente electroquimico del
anién asegurando el flujo continuado de este a
través de la membrana luminal.
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Dependiendo del tipo de epitelio considera-
do y del tipo de secretagogo implicado en la se-
crecion, un control primario del proceso secre-
tor es ejercido mediante la regulacién de la
apertura de los canales de Cl- luminales por
variaciones en las concentraciones citoplasma-
ticas de Ca?+ y/o AMPc. Sin embargo, la exis-
tencia en un gran numerc de epitelics de un ca-
nal basolateral de K+ dependiente de Cazr y
voltaje (frecuentemente del tipo maxi-K) asegu-
ra, asi mismo, la coordinacién del funcionamien-
to polerizado luminal-basolateral del epitelio.
Bajo condiciones idnicas normales, pues el se-
cretagogo tenderd a producir una corriente de
Cl- a través de la membrana luminal y una co-
rriente de salida de K+ a través de la basolate-
ral, complementadas con un flujo paracelular de
Na* hacia el lumen eléctricamente negativo vy
a través de las uniones intercelulares permea-
bles, asi como un flujo transepitelial de agua pro-
movido por el gradiente osmétice generado.

La aplicacién al epitelio ciliar ocular de un es-
qguema como el descrito es complicada por la
particular organizacion anatémica de aquél. Este
epitelio, especializado en la produccién del hu-
mor acuoso, estd formado por 2 capas ceiula-
res, la pigmentada y la no pigmentada, enfren-
tadas por sus membranas apicales y conectadas
por desmosomas y uniones gap. Esta compli-
cada estructura ha dificultado enormemente Ia
investigacién de los mecanismos moleculares
implicados en la formacién del humor acuoso.
También resulta evidente que la orientacién de
ambas capas supche el funcionamiento de la
capa no pigmentada como un epitelio tipica-
mente secretor, y el de la pigmentada como un
epitelio absortivo.

Los estudios iniciales en preparaciones de iris-
cuerpo clliar revelaron la existencia de conduc-
tancias a K+ dependientes de Ca?+ y bloguea-
bles por Ba?-, asi como el importante papel
secretor de la capa no pigmentada. La existen-
cia de conductancias a K+ bloqueables por
Baz- fue posteriormente demostrada en célu-
las pigrentadas. Sin embargo, la realizacidn de
estudios similares en células ne pigmentadas ha
sido limitada por la escasa tasa de proliferacién
de dichas células en cultivo, especialmente de
las células de origen humano. En nuestro labo-
ratorio hemos utilizado una linea celular de epi-
telio ciliar humano que retiene la mayoria de las
propiedades eléctricas del epitelio intacto y de
las células no pigmentadas en cultivo primario,
obtenida por transformacién viral en el labora-
torio del Dr. Coca-Prados!®. Nuestros
resultados! nos han permitido obtener una evi-

dencia directa de la presencia de canales de
K+ de gran conductancia (203 + 20 pS [n=6]
con concentraciones simétricas de K+ a ambos
lados de la membrana) activados por Ca?+ y
voltaje. Las caracteristicas de dichos canales, los
detectados mds frecuentemente en parches de
membrana de las células utilizadas, los colocan
en la familia de los maxi-K. Del estudio de su
aperacion in situ hemos podide deducir también
que las células cultivadas mantienen un poten-
cial de membrana basal de —36 + 9 mV (n=10).
Las propiedades de activacidn por Ca?* y ble-
queo por Ba?+ dependiente de voltaje son co-
herentes con la hipdtesis de que estos canales
tienen un importante papel en los procesos se-
cretores que participan en la formacién del hu-
mor acuoso. No obstante, puesto que no ha sido
posible demaostrar si las células cultivadas man-
tienen su polarizacién anatémica, |z localizacién
precisa de los canales estudiados no ha podi-
do ser determinada. Asi mismo, hemos podido
detectar otros canales de K+ dependientes de
Ca?+ de menor conductancia y también blo-
queables por Ba?+!, Es, pues, evidente que
tras la deteccién de estas entidades molecula-
res, el conocimiento de la importancia relativa
de los distintos canales de K+ en la secre-
cién de fluidos y electrdlitos por el epitelio ciliar
requeriria una investigacién mucho mas deta-
llada. Algo parecido podrfa decirse de los me-
canismos por los que distintos efectores fisiold-
gicas regulan el funcionamiento de los canales
idnicos en lzs células del epitelio, controlando
con ello la secrecién del humor acuoso.

La actividad eléctrica en la sefial del Ca2*
y en la funcién secretora de células
endocrinas

Un gran numero de células endocrinas alma-
cenan sus productos de secrecién principalmen-
te en granulos o vesiculas secretoras. Existen ac-
tualmente amplias evidencias tanto bioquimicas
como morfolégicas de que, aunque estas célu-
las son estimuladas por distintos factores exter-
nos y secretan distintos productos, los secretan
por la via de un proceso comdn, la exocitosis.
En la mayoria de las células endocrinas, la exc-
citosis requiere iones Ca?+ y la elevacién de las
concentraciones del catién en el citoplasma dis-
para o contribuye al proceso secretor. La altera-
cién de la concentracién de Ca?* intracelular
se produce esenciaimente mediante tres meca-
nismos: a) incremento de la entrada de Ca?+
extracelular por aumento de la permeabilidad
de la membrana plasmatica al Ca2+; b) movili-
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zacion de Ca?' contenido en depositos inirace-
lulares, y ¢) disminucién de la salida d=l Ca®
intracelular por el intercambio Na+ -Ca?* o por
la Ca”* -ATPasa de la membrana plasmatica.
Los tres mecanismos han sido identificados en
células endocrinas o neuroendocrings. La con-
tribucion de cada uno al proceso secretor va-
ria gependiendo del tipo de célula o de est™-
mulo considerado. Sin embargo, en células
productoras de potenciales de accién con un
componente de Ca?', el control de la frecuen-
cia y/o duracion de dichos potenciales parecs
desempenar un importante papel en el acopla-
miento estimulo-secrecion. Asi, si bien la situa-
cion resuita mas variada y complieja en las cé-
lulas endocrinas, la entrada de Ca¢' unida 2
los potenciales de accién puede resultar cru-
cial para el contral de la elevacidon de Ca? in-
tracelular ligada a la exocitosis, de forma simi-
lar a la descrita para la literacion de
neurotransmisores en las terminales nerviosas.
Finalmente, junto a un papel directo en la se-
crecion de la entrada de Ca*' debida a un in-
crementc en actividad eléctrica, dicha entrada
puede resultar en un aporte de Ca?' citoplas-
matico que 1) amplifique la magnitud, la cura-
cidn y la distribucién espacial de las sefales de
Ca-' originadas por la liberacion del cztion de
depdsitos intracelulares, y 2) constituyz en ce-
lulas excitables un mecanismo ce recarga de
los depdsitos intracelulares, vaciados tras la in-
teraccién con la célula de determinados ago-
nisias gue generen mensajeros que movilicen
Ca’+ de los ciados depdsitos.

Regulacion hormonal de la respuesta
secretora en células GH, de hipofisis
anterior

La hormona liberadora de tirotropina (TRH)
tiene un importante papel neuroendocrino en
la hipdfisis anterior, estimulando la liberacion
ce TSH en células tirotrofas de tedas las espe-
cies de mamiferc estudiadas, asi como la sin-
tesis y secrecion de prolactina er célules
lactotrofas . Debido a la compilejided del
analisis de los datos derivados de hipdfisis nor-
males, una parte sustancial de lo que se cono-
ce sobre los mecanismos de accién de factores
hipotalamicos como la TRH se ha obtenido es-
tudiando lineas celulares transformadas, de las
cuales la linea lactotrofa/somatotrofa GH- esta
entre las mas utilizadas. La union de la TRH a
su receptor especifico desencadena er: las cé-
lulas GH- una serie de acontecimientos que in-
cluyen le interaccion del complejo hcermona-
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receptor con una proteina del tipo Gy, %6, se-
guida de una activacion de la fosfolipasa C. Esta
activacién da lugar a la produccién de dos se-
gundos mensajeros, inositol (1,4,5) tristosfato
(IP3yy 1,2-diacilgliceral {DAG). Estos efectos se
acompanan con una clara modificacion bifasi-
ca de las concentraciones intracelulares de
Ca?, de la actividad eléctrica celular y de la
secrecion de prolactina y hormona del
crecimiento’ ', Asi, la adicién de TRH produ-
ce iniciaimente una rapida elevacion de las con-
centraciones de Ca?', debida a la liberacién
del ion de depdsitos intracelulares, que causa
una rapida y transitoria estimulacién de la se-
crecion, asi como una fase inicial de hiperpola-
rizacion transitoria debida a la activacién de ca-
nales de K' dependientes de Ca’". Esta
primera fase es seguida de olra en la que a con-
ductancia basal de la membrana se reduce por
inhibicion de canales de K' v en la que tantc
la frecuencia de produccion coma la duracion
de los potenciales de accion es incrementada.
Dado que los potenciales de accion de las cé-
lulas GH; son de Ca*', esta segunda fase de
actividad eléctrica incrementada causa una ele-
vacion sostenida de las concentraciones intra-
celulares del cation divalente, fundamentalmen-
te por entrada desde el medio extracelular,
acompanada de una secrecién hormonal man-
tenida.

La modulacion por TRH de ciertos canales
de Ca?* o K+ no es la causa primaria
del incremento de la actividad eléctrica

Los mecanismos implicados en la produccion
incrementada de potenciales de accién por la
TRH y las conductancias concretas causantes
de este efecto no eran conocidos. El caracter
dual de a cascada basada en la activacién de
la fosfolipasa C, junto con experimentos funda-
mentalmente biocguimicos, ha llevado a sugerir
que la activacion de la proteincinasa C (PKC)
estd implicada en los efectos mantenidos de la
TRH, incluyendo la modulacion de la actividad
de los canales de K que determinan la
tasa de disparo. Sin embargo, aln no ha podi-
do demostrarse ningun efecto de la PKC en una
conductancia a K+ concreta en células GHa.
Mediante experimentos de clamp de voltaje uti-
lizando la configuracion de «célula entera» de
la técnica de patch-clamp, se ha descrito Ia ate-
nuacién de corrientes de K+ dependientes de
voltaje (del tipo denominado l,,) en células
GH-2t. Asf mismo, tanto en nuestro laboratorio
como en otros, se ha comprobade mediante ex-
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perimentos en condicicnes de «parche perfora-
do» la reduccidn por TRH de corrientes de K+
activadas por Ca?+ y voltaje?22, asi como de 1a
actividad de los canales de Ca?* tipo L2%1. No
obstante, es improbable que la reduccién de
cualquiera de estas corrientes sea la causa pri-
maria de la segunda fase de hiperexcitabilidad
porgue:

1. El descenso de las corrientes activadas por
despolarizacién y la dependencia de voltaje de
las mismas dificiimente podrian explicar los ra-
pidos cambios en el potencial y la resistencia
basal que causan la leve despolarizacién que
conlleva el incremento en la frecuencia de los
potenciales de accién.

2. La disminucién de la corriente |, no ha
sido detectada de forma consistente ni aun en
condiciones de «cfamp de céluia entera», en las
cuales, por otro lado, es dificilimente observa-
ble el incremento en la frecuencia de produc-
cion de potenciales de accion?!. Ademas, dicha
disminucién no es detectable en condiciones de
«parche perforado», en las que la respuesta hor-
monal es preservada en su totalidad??2.

3. La reduccién de las corrientes ge Ca?+,
gue a su vez origina la disminucion de las co-
rrientes de K+ dependientes de Ca?*, es aln
dificit de reconciliar con la tasa incrementada
de produccion de potenciales de accién de
Ca?+ y con los valores elevados del catién pro-
ducidos durante la segunda fase de accién de
la TRH.

Se ha sugerido que 1a inhibicién de las co-
rrientes de Ca®* podria dar lugar indirectamen-
te a una reduccion en la activacion ce canales
de K' dependientes de Ca?' vy, con ello, el
aumento en la excitabilidad celular®22:, Si bien
es posible que la reduccion de estas corrientes
sea un importante determinante de la disminu-
cién de las tasas de despolarizacion y/o repola-
rizacion, y con ello en el aumento de la duracién
de las espigas, probablemente no constituya un
factor crucial en |a regulacion de los intervalos
entre espigas, es decir, de su frecuencia de pro-
duccién. Asl: a) los canales de K+ dependien-
tes de Ca®+ de alta conductancia parecen de-
sempefar un papel fundamental en la
repolarizacién de las espigas, pero no en la re-
gulacién de los intervalos entre espigas®#; b)
tras el tratamiento de las células GH; con &ci-
do okadaico (OKA, un inhibidor de proteinfos-
fatasas de los tipos 1 y 2A), no ha podidc de-
tectarse incremento en la reduccién por TRH de
ningln componente de corriente de K- depen-
diente de Ca?* ni de ios canales de Ca?+ tipo L.

Sin embargp, el efecto de la TRH scbre la acti-
vidad eléctrica si es manifiestamente potencia-
do por el tratamiento con OKA#72¢, y ¢) |a re-
duccion de las corrientes de Ca®* tipo L no es
afectada por el tratamiento de las células GH;
con toxina del cdlera (CT). Sin embargo, de nue-
vo el efecto de la TRH sobre la actividad eléc-
trica se incrementa y su reversibilidad se anta-
goniza por dicho tratamiento®.

Papel crucial de la corriente de K+
rectificadora anoémala en el control

de la excitabilidad celular de las células
GH,; y mecanismos implicados en su
modulacién por TRH

Contrariamente a lo que ocurre con la reduc-
cion de las corrientes de Ca?' tipo L (e indirec-
tamente, pues, con la de las corrientes de K-
dependientes de Ca?+), existe una correlacion
directa entre los efectos de la hormona sobre
la corriente de K «rectificadora andémala» y la
alteracién de las tasas de disparo. Dicha corrien-
te y su reduccidn por TRH fueron originalmen-
te descritas por Bauer et al?®. Sin embargo, la
interpretacion de sus resultados, obtenidos en
condiciones de «clamp de célula entera» con-
vencional es complicada por |a rdpida pérdida
de los efectos de la TRH sobre la actividad eléc-
trica y sobre las corrientes idnicas bajo estas
condiciones experimentales. De hecho, la reduc-
cién de esta corriente por TRH resulta irreversi-
ble en esta situacién técnica, probablemente por
la pérdida de factores citoplasmicos necesarios
para restaurar el estado normal de los canales.
Mediante el uso de la variante de «parche per-
forado», en nuestro laboratoric hemos obteni-
do resultados que indican que la reduccidn de
la corriente rectificadora andmala constituye el
punto mas importante de control por TRH de
la excitabilidad celular. Asi mismo, la introduc-
cion de distintos compuestos y enzimas en el
interior celular en condiciones de «clamp de
célula entera» nos ha permitido concluir que la
regulacion de la corriente por [a hormona es
gjercida mediante un mecanismo de fos-
forilacion/desfosforilacidn. Si bien la naturaleza
de la proteincinasa implicada no es conocida
aun, hemos podido demostrar que la protein-
fosfatasa 2A es la enzima encargada de revertir
los efectos de la hormona sobre la citada co-
rriente. Estas conclusiones estan basadas en los
siguientes datos:

1. Las caracteristicas cinéticas de la corrien-
te de K+ rectificadora andmala la convierten en
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Fig. 2. Modelo esquematico de los componentes mo-
lecutares implicados en el acoplamiento estimulo-
secrecion a la TRH en células adenohipofisarias GH,.
La unidn de la hormona a su receplor provoca: a} la
activacion de una fosfolipasa C por via de una protei-
na G con fa subsiguiente produccion de inositol (1, 4,
5) trisfosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) a partir del
fosfatidilinositol (4,5) bisfosfato (PAP?). La interaccicn
del IP; con un receptor situado en la membrana de
depdsitos intracelulares de Ca?* causa la liberacion
del cation al citoplasma, que a su vez origina una pri-
mera fase de secrecion transitoria de profactina (PRL)
acompafiada de una hiperpolarizacién de la membra-
na plasmatica por apertura de canales de K* depen-
dientes de Ca’", y b) la activacion de una proteinci-
nasa (PK[?]) de identidad aun desccnocida que,
mediante la inhibicion por fosforilacion de canales de
K del tipo rectificador anémalo, origina la produc-
cidn incrementada de potenciales de accion, con la
subsiguiente entrada de Ca®* extracelular al citoplas-
ma y la generacion de una segunda fase de secre-
cion mantenida. Notese la existencia de un mecanis-
mo de recontrol de la operacion de los canales de K+
mediante la operacion de la proteinfosfatasa 2A
{(PP,,).

un candidato éptimo para actuar como un re-
gulador de potencial a valores cercanos al po-
tencial de membrana celular basal?”.

2. Las reducciones en la corriente se extien-
den durante periodos de tiempo coincidentes
con aquellos en los que se produce el incremen-
to en la actividad eléctrica®.2427.28,

3. Et aumento del blogueo de la corriente pro-
ducido por la TRH tras la incubacion con OKA
se correlaciona con un incremento en el efecto
de la hormona sobre la actividad eléctrica?” 2,
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4. Un aumento similar al gue se acaba de in-
dicar tanto en fa inhibicién de la corriente como
en los incrementos en actividad eléctrica se pro-
duce tras el tratamiento de las células con
CT24,3C_

5. Unicamente la reduccion de la corriente
rectificadora anémala por TRH, pero no las re-
ducciones de corrientes de Ca?' o de K+ de-
pendientes de Ca?* es potenciada por el trata-
miento de las células con OKA o con CT2427,

6. La adicién de TRH produce un desplaza-
miento del voltaje de inactivacion de la corrien-
te rectificadora anémala hacia potenciales me-
nos negativos? 2,

7. La incubacion de las células GH, con CT
produce una reduccion de la tasa de oscilacion
de las concentraciones de Ca?* intracelular
asociada con la actividad eléctrica. Bajo estas
condiciones, la dependencia de voltaje de inac-
tivacién de la corriente rectificadora anémala es
desplazada hacia potenciales mas negativos®.

8. La potenciacion de la inhibicion de la co-
rriente rectificadora anémala por OKA indica que
las reducciones en la misma causadas por la
TRH son producidas mediante un mecanismo
de fosforilacion. La presencia de tal mecanismo
es confirmada por la practica anulacién del efec-
to de la hormona al dializar el interior celular con
un anéalogo de ATP incapaz de donar su fosfato
gamma en reacciones de fosforilacion®.

9. La inhibicién irreversible de la corriente ob-
servada en condiciones de «clamp de célula en-
tera» convencional puede ser convertida en re-
versible de modo especifico al dializar el interior
celular con medios conteniendo la subunidad
catalitica de la proteinfosfatasa 2A%.

A partir del estudio de los efectos causados
por el tratamiento con CT, y dado que los efec-
tos de la toxina se producen por un mecanis-
mo independiente de alteraciones en las con-
centraciones de AMP-ciclico celular hemos
podide deducir asi mismo, gue junto a la acti-
vacién de la fosfolipasa C por una proteina G in-
sensible a modificacién por CT y toxina pertusi-
ca (es decir, del tipo G,;;¢"), la TRH causa la
inhibicion de la corriente rectificadora anémala
(y con ello el incremento de la actividad eléctri-
ca} mediante el acoplamiento de su receptor a
una proteina modificable por CT (probablemente
del tipo Gg)*4%0,

Los conocimientos que hemos expuesto acer-
ca de las células GHs, se recogen de forma es-
quematica en el modelo mostrada en la figura 2.
Es importante destacar gue, si bien aplicable de
forma estricta a la TRH y a estas células, es muy
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probable que muchos de ios aspectos conside-
rados hasta aqui sean aplicables a otros tipos
celulares. En cualquier caso, tras el estudio de
los modelos celulares que hemos considerado,
es evidente que la operacidn de los canales de
K+ y su modificacién por distintes factores neu-
rohormonales pueden resultar cruciales en la ge-
neracion de sefiales de Ca?* y en la regulacién
de la actividad secretora de muy diversos tipos
celulares.
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A.G. Garcia: Me pregunto si la movilizacion de
calcio intracelular a priori por TRH no puede
estar activando estos canales de potasio
calcio-dependientes y ser motivo de esta hi-
perpolarizacion. Por otra parte, no acabo de
entender todavia la vinculacion con ese fend-
meno de hiperexcitabilidad que da lugar des-
pués a la seleccidn de canales de calcio y a
la secrecién. Algo parecido ocurre en la célu-
la cromafin de gato donde los agonistas mus-
carinicos producen una respuesta secretora
y no se conoce bien cémo se produce eléctri-
camente, lo que si sabemos es que los ago-
nistas muscarinicos generan una sefal de cal-
cio intracelular por movilizacién de calcio
intracelular y que activan una corriente de po-
tasio de pequefa conductancia calcio-depen-
diente. Lo que por el momento se desconoce
es si existe un canal de cloro involucrado que
pueda producir una despolarizacién subsi-
guiente por salida de cloro y eso generar po-
tenciales de accién y reclutamianto de cana-
les de calcio. Quisiera preguntarle: ;existe
alguna analogia entre este sistema gue des-
cribo en la célula cromafin con el receptor
muscarinico y la TRH en la hipdfisis anterior?

F. Barros: No existe una correlacion entre la
denominada fase 1 producida por la liberacién
de calcio en depésitos v la fase 2, y parece
que los dos mecanismos son independientes.
Respecto a si puede haber en otros tipos ce
células mecanismos parecidos, creo que en
cada tipo de célula la hiperexcitabilidad se po-
dra dar de forma distinta.
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W. Buro: En el experimento gue mostré de cu-

rrent clamp se observan potenciales de accién
e inmediatamente después de la hiperpolari-
zacion las espigas son mas peguenfas, lo que
apoya un aumento de conductancia durante
este tiempo. Sin embargo, propone que se es-
tan cerrando canales de potasio, y que la des-
polarizacién que ve y el aumento de la activi-
dad es por un cierre de los canales de potasio.
Creo que debe intervenir algin otro factor, por
ejemplo, activacidén de canales de calcio ya
gue de otro modo no se explica que las espi-
gas sean mas pequefias de tamafo. Por otra
parte, me gustaria que aclarara algunas cues-
tiones relativas al rectificador anémale. La pri-
mera es como un bloquec de un rectificador
andmato logra aumentar la actividad v, la se-
gunda, ;cémao es que después de gue termi-
ne el curso hiperpolarizante con el que acti-
va, el rectificador anémalo tiene una tremenda
ccla de entrada?, y ;qué es esa cola de en-
trada?

F. Barrcs: Para la abtencién de estos registros
se aplico una considerable cantidad de filtra-
do, a efectos de observar frecuencias de es-
pigueo en periodos largos de tiempo porque,
de lo contrario, seria absolutamente imposi-
ble obtener 30 min de registro, debido a limi-
taciones en la capacidad del ordenador. Par
otra parte, los potenciales de accién durante
la fase 2 no son cinéticamente iguales a los
que la célula tiene antes de anadir TRH, sino
que son bastante mas anchos, tienen una des-
pclarizacion y una repolarizacion bastante mas
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lenta, de tal forma gue aparte de que haya
mas potenciales de accién se debe conside-
rar también la posibilidad de gue ios propios
canales de calcio que en parte se encueniran
blogueados estén abiertos durante mucho
mas tiempo, y que la sefal del calcio verda-
deramente pueda ser bastante mayor.

En cuanto a la cola de entrada, la explicacién
es muy sencilla; estas células tienen una co-
rriente de potasio voltajedependiente, que
cuando se mantiene un potencial de membra-
na fijo de entre —20 y O mV esta totalmente
inactivada, pero durante 500, 600 ms o 1 s
de hiperpolarizacién que se utiliza para ver el
rectificador andmalo esta corriente se reacti-
va, y al volver a —=10, 0 0 0 =20 mV, se ve la
cola que se debe a la operacién de los cana-
les de potasio voltajedependientes que, por

cierto, no se modifica con TRH ni con otra se-
rie de farmacos. Es un controf interna que nos
puede servir, y por eso hacemos el experimen-
to y mantenemos esa cola ahf para saber si
el efecto es realmente especifico sobre el rec-
tificador o existen problemas de resistencia en
serie u otro tipo de problemas que modifiquen
otras conductancias, y especificamente este
canal dependiente de voltaje.

J. Garcia-SancHo: Quisiera insistir en un punto

que usted ha mencionado al principio. En
células no excitables la apertura de canales
de potasic o de cloruro es importante para
mantener el gradiente electroguimico para
que el calcio pueda entrar, es decir, si el cal-
cio entra y esa entrada es electrogénica y se
colapsa el gradiente, eso mismo detiene la en-
trada.
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Introduccion

Tipos de canales de K+. Clasificacion
electrofisioldgica y funcional

Los canales de K+ son protelnas integrales
de membrana que permiten el paso selectivo
a través del ion K+. Son ubicuos, diversos y
existen mas de 20 tipos distintos. Su potencial
farmacoldgico y terapéutico esta determinado
por sus especiales caracteristicas bioffsicas, fi-
siolégicas y distribucidn celular. Los canales de
K+ pueden clasificarse a partir de su cinética
de apertura-cierre, propiedades de activacién
e inactivacién, modulacién por ligandos o por
voltaje y por su sensibilidad caracteristica a una
gama amplia de agentes farmacolégicos!. La
tabla | expone una clasificacién no exhaustiva
de los canales de K- {p. g]., no incluye cana-
les regulados por volumen o activados por
Na+).

£l canal de K+ regulado por ATP (Kup)

El adenosintrifosfato (ATP) se encuentra en las
células a concentraciones superiores a las re-

gueridas para mantener la actividad de las bom-
bas iénicas y procesos contractiles, funcién ga-
rantizada ademés por la existencia de otros de-
pdsitos intracelulares de fosfocreatina y
compuestos con enlaces de alto valor energéti-
co. Por 1o tanto, no parece que haya base para
considerar al cociente ATP/ADP como una se-
fial reguladora de las funciones celulares en con-
diciones normales. En 1983, Noma describid un
nuevo tipo de canal en membranas celulares
cardfacas?. Se trataba de un canal que se blo-
queaba cuando el ATP aumentaba en la cara
citosélica del mismo. En la actualidad existen su-
ficientes evidencias de que el ATP intracelular
regula un tipo de canales de K+ presentes en
la célula beta pancredtica, musculo cardlaco,
musculo liso y ciertas neuronasd. Aparte de
funcionar como un sensor de glucosa (véase
posteriormente) un canal con estas caracterfs-
ticas puede ser de utilidad como mecanisme de
proteccién frente a la isquemia celular en célu-
las nervicsas o en el miocardio. La isquemia
induce una disminucién en la concentracién in-
tracelular de ATPF, como consecuencia de ello
el canal estara activado y la célula se hiperpo-

TABLA |
CLASIFICACION DE LOS CANALES DE K-

Agente farmacoldgico

Toxinas

Sintéticos lones

Regulados por voltaje
Rectificador retrasado

Dendrotoxina,

TEA, 4-AP

Noxiustoxina {débil) Ba?t, Cs*
Transitorio (IA) Dendrotoxina 9-AA, quinina
Rectificador de entrada TEA Cs*
Regulados por ligandos
Kea MK Caribdotoxina TEA, quinina Ba%r
Kea LK Apamina, Lq
Quinina, 3AA
Kate Sulfonilureas
Acoplados a proteinas G
Kacr, AP Ba?*, Cs*
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larizard, lo que impide la apertura de canales
de Ca?+ y, por lo tanto, el aumento del (Caz+),
lo que en condiciones de bajo ATP es extrema-
damente téxico.

Caracterizacion bioquimica

En la actualidad se desconoce la estructura
molecular del canal Kyp. La metodologia que
se estd utilizando es la purificacion y determi-
nacion de las caracteristicas bioguimicas del re-
ceptor de sulfonilureas sin que se conozca a
ciencia cierta si el receptor de sulfonilurea y el
canal Kyp sOn una misma entidad molecular o
se trata de protefnas asociadas. Mediante téc-
nicas no desnaturalizantes y el anélisis de inac-
tivacién por radiacién se ha estimado un peso
molecular aproximado de 134-182 kD para el
receptor de sulfonilurea. La secuenciacién de
esta proteina permitira conocer si hay secuen-
cias homdlogas con otros canales de K+, en Ul-
timo caso si se trata del canal o de una protei-
na asociada.

Propiedades biofisicas y fisiolégicas del K,

Permeabilidad idnica y conductancia

El canal Kqp s muy selectivo para potasio y
la permeabilidad al Na+ es practicamente des-
preciable. El Rb* puede sustituir al K+ con
idéntica permeabilidad y ha sido utilizado como
trazador del flujo a través del canal. Se trata de
un canal independiente de tiempo y voltaje ya
que las distribuciones de canal abierto y cerra-
do no cambian sustancialmente con el poten-
cial de membrana. En presencia de 5 mM de
K+ el canal Kyp de la célula beta pancredtica
posee una conductancia para las corrientes de
salida de aproximadamente 12 pS, mientras que
para las corrientes de entrada (140 mM de K+
en la pipeta) es de unos 50 pS. La relacién
corriente-voltaje para el canal Unico muestra que
el canal rectifica (en un medio simétrico las co-
rrientes de salida son menores que las de en-
trada). Parece claro que la principal causa de
la rectificacién es el blogueo dependiente de vol-
taje de las corrientes de salida por cationes in-
tracelulares, principalmente Na* y Mg?*. En
parches escindidos se ha podido observar un
segundo canal sensible a ATP. Es de menor con-
ductancia (5 pS para corrientes de salida en 140
mM de K+ y aproximadamente de 4 pS en
condiciones fisiolégicas) y del que se descono-
ce todavia su papel fisiolégico. Por otra parte,
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el canal Kye descrito en la fibra muscular lisa
posee una conductancia mucho mayor (130 pS
para 120 mM de K+ intracelular y 60 mM de
K+ externo) que el Ky del misculo cardiaco y
de la célula beta. Es decir, se trata de una fami-
lia heterogénea de canales de K+34,

Modulacién por nucledtidos

La principal propiedad de este canal es su
modulacién por ATP intracelular. La modulacién
se realiza de dos formas: bloqueo al aumentar
la concentracién de ATP57 y mantenimiento de
la actividad del canal para concentraciones mas
bajas®®.

Blogqueo. Este es un efecto directo de la mo-
lécula y no parece mediado por la fosforilacién
del canal, ya que los analogos no hidrolizables
de ATP son capaces de producir un bloqueo si-
milar en parches encindidos. La secuencia de
efectividad de los derivados de adenina es:
ATP >ADP >AMP >adenosina. Més reciente-
mente, la utilizacién de un protocolo que impi-
de el «lavado» de los canales dependientes de
ATP ha permitido precisar el valor de la cons-
tante aparente de disociacién en 18 uM. Pare-
ce diffcil reconciliar la extraordinaria sensibilidad
para el ATP del canal Kyp cOn las concentracio-
nes intracelulares de dicho nucleétido (normal-
mente en el intervalo nM). Existen varias lineas
argumentales para tratar de explicar este hecho:
1) el canal estd regulado por el cociente
ATP/ADP. Se ha podido comprobar que ADP
compite con el ATP e inhibe la inhibicién; 2) este
canal estéd también regulado por pH y por
Mg?+, y 3) es muy probable que la membrana
plasmatica esté siendo regulada por una reser-
va distinta que el resto de actividades citoplés-
micas y que cerca de la membrana el ATP va-
rie de forma mucho més rapida que el ATP
global. En el musculo cardiaco se demostré que
los sustratos glicoliticos eran més eficaces abas-
teciendo el ATP necesario para bloquear €l ca-
nal que los sustratos mitocondriales.

Modulacién. La accién de los nucleétidos so-
bre este canal es compleja. Asf, el ATP, que se
pensé inicialmente que sélo blogueaba el ca-
nal Kup, también reactiva los canales tras el
«lavado»8®, Este efecto, al contrario de lo que
ocurre con el bloqueo, parece depender del
Mg?+. Es decir, el ATP, que se comporta como
un blogueador a concentraciones mas altas, es
al mismo tiempo necesario para que el canal
mantenga una probabilidad alta de apertura.
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Para poderlo registrar en el modo de célula
entera el interior de la pipeta debe contener
0,3 mM de ATP, lo que permite estudiar duran-
te un largo perfodo la conductancia del canal
de potasio dependiente de ATP. Todo parece in-
dicar que se trata de un canal con una modula-
cidn en la que participan segundos mensajeros,
el potencial redox intracelular NADPH/NADP),
proteinas G, etc. En estudios realizados en la
configuracién de «célula abierta» en los que se
mantiene la integridad del citosqueleto y de cier-
tas estructuras se ha comprobado que el pro-
ceso de lavado es mucho mas lento y que el ATP,
incluso a concentraciones de 5 mM, no liega a
bloquear completamente el canal.

Papel del canal Kyp en la actividad eléctrica
del musculo cardiaco y en musculo liso
vascular

En 1978, Carmeliet ya indicd que el efecto
mas notable de la hipoxia cardiaca es el acor-
tamiento del potencial de accién. Dicho efecto
habia sido descrito 20 afios antes por Trautwein,
Corabeoufy otros autores. En 1983, Noma des-
cribié la presencia de canales selectivos a po-
tasio que eran inhibidos por ATP intracelular
(Kurp), postulando gue dichos canales serian
los responsables del acortamiento del potencial
de accién?. La activacion del Kgp produce un
acortamiento del potencial de accién y la hiper-
polarizacién del misculo liso vascular.

Papel del canal Ky» en la actividad eléctrica
de la célula beta pancredtica

En la célula beta en reposo la permeabilidad
dominante es la debida al canal de potasio de-
pendiente de ATP (Ky)°. Se trata de un canal
gue se inhibe por ATP aplicado por la cara in-
terna de la membrana. Ashcroft et al*s lo lla-
maron canal G porgue su actividad disminuye
cuando se aplica glucosa a células intactas. Este
canal disminuye también su probabilidad de
apertura en presencia de otros nutrientes como
manosa, leucina, gliceraldehido y alfacetoisoca-
proato. Este grupo de sustancias poseen la ca-
racteristica comun de metabolizarse y producir
un aumento del ATP intracelular y todos ellos
pertenecen a la categoria de iniciadores de la
secrecidn de insulina. Lactato y arginina, que ac-
tian como potenciadores de la secrecién indu-
cida por un iniciador, no afectan a este canal
(aungue sf disminuyen la apertura del ca-
nal Kc,). Se trata de un canal regulado metabé-
licamente cuyas propiedades o convierten en

firme candidato al «sensor de glucosa» en las
células beta pancredticas y posiblemente en
otras células como las hipotalamicas responsa-
bles de la sensacién de hambre y de saciedad.
Utilizando la configuracion de cell-attached se
ha podido comprobar que este canal se bloguea
para concentraciones bastante bajas de gluco-
sa (5 mM), por lo gue se puede pensar que este
canal contribuye sélo a una despolarizacién ini-
cial de aproximadamente 5-10 mV y que no par-
ticiparfa en la respuesta oscilatoria. Para la gé-
nesis de ondas lentas se necesitarfa de la
participacién de otro canal, posiblemente el ca-
nal por Ca+2 y voltaje (Kc,) que funciona en el
intervalo de concentraciones citosdlicas de
Ca+? 101t y de potenciales de membrana que se
darfan en fa respuesta oscilatoria, aunque ta
conducta oscilatoria puede también explicarse
por la inactivacién de un canal de K-,

Farmacologia del canal K

Los canales iénicos como receptores
farmacoldgicos

Los canales iénicos pueden considerarse
como un tipo especial de efectores celulares. Es-
tén acoplados a una gran variedad de inputs in-
formacionales y sirven para permear de forma
eficiente y selectiva determinados iones (Na+,
K+, Ca?* y CI). El criterio de selectividad far-
macolégica es la base de sus aplicaciones te-
rapéuticas y hace posible hablar de los canales
idnicos como receptores farmacolégicos. El ca-
nal Kape €s blogqueado con baja especificidad
por gran parte de los bloqueadores de canales
de K+, como tetraetilamonio, quinina y quinidi-
na pero, sin embargo, posee la capacidad mu-
cho més especifica de ser bloqueado por sulfo-
nilureas.

Bloqueo por sulfonilureas

Se sabe desde los trabajos de Loubatieres que
las sulfonilureas (tolbutamida, glibenclamida)
son eficaces en el tratamiento de la diabetes me-
llitus no insulinodependiente (tipo Il). Més re-
cientemente, se pudo comprobar que las sulfo-
nilureas bloqueaban el Kyp'2. El bloqueo de
dicho canal induce de forma simuitdnea el
aumento de [Ca2+]134, El canal de potasio de-
pendiente de ATP, o un péptido asociado al mis-
mo, se considera el sitio diana para el efecto de
las sulfonilureas hipoglucemiantes. Tolbutamida
y glibenclamida se unen a un receptor y «con-
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gelan» el canal en su configuracién cerrada. Esta
propiedad permite utilizar dichos farmacos
como marcadores del canal Ky (0 de una pro-
tefna asociada al mismo) y representar un pa-
pel similar al de la TTX para el canal de Na-,
la w-conotoxina y las dihidropirinas para deter-
minadas subunidades de los canales de calcio
y la apamina y la caribdotoxina para ciertos ca-
nales de potasio. En ausencia de glucosa las sul-
fonilureas son capaces de despolarizar la célu-
la beta e iniciar la descarga continua de espigas
y, por lo tanto, el aumento del [Ca?+]. Es im-
portante sefialar que este canal posee una res-
puesta alterada a sulfonilureas (glibenclamida,
tolbutamida) y quinina en ratones obesos € hi-
perglucémicos. Estos ratones, por otra parte, son
sensibles a la apamina (un bloqueador del canal
de K+ activado por Ca?+ de baja conductancia
que no afecta a los ratones normales). Esta pue-
de ser una indicacién de «dénde» buscar al-
teraciones en los trastornos en la secrecién
de insulina en algunas formas de diabetes®.
En humanos el canal Kup posee idénticas
propiedades en cuanto a conductancia, ciné-
tica, sensibilidad al ATP e inhibicién por sulfo-
nilureas.

Efecto de los activadores de canales de K+

Este grupo de sustancias incluye el nicoran-
dilo, minoxidilo, pinacidilo, cromakalino (BRL
34915) y RP 493566. La quimica y selectividad
tisular ha sido revisada recientemente por Ro-
berston y Steinberg'®. La identificacién del ca-
nal Kae en el masculo liso vascular ha abierto
la posibilidad de explorar dichos compuestos en
el control de la presidn arterial. El pinacidilo fue
desarrollado a mediados de los setenta por Leo
Pahrmaceuticals a partir de una serie de tioal-
kilureas aprecidndose su papel de vasodilata-
dor potente, aunque no fue hasta 1987 cuando
se le reconocié como un activador de canales
de K+. Cromakalina y RP 49356 son muy dis-
tintos desde el punto de vista quimico, sin em-
bargo, su efecto farmacolégico es indistinguible
en musculo cardiaco y musculo fiso vascular.

Los activadores del canal de K+ son com-
puestos de baja especificidad. La cromakalina
puede bloguear una corriente de K+ basal en
el musculo cardfaco. Més importante, cromaka-
lina puede actuar sobre un canal de potasio ac-
tivado por calcio en musculo liso vascular incor-
porado en bicapas lipldicas, pero cambiando la
dependencia de voltaje del canal. Se descono-
ce el verdadero papel que in vivo desempefia
esta inhibicién.
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TABLA Il
APLICACIONES TERAPEUTICAS
DE LOS MODULADORES DEL CANAL Ky

Sulfonilureas
Isquemia cardiaca y cerebral
Secrecidn de insulina (diabetes tipo )
Arritmias de origen isquémico
Activadores
Angina
Antiarritmicos
Asma
SNC
Antiepilépticos
Antineurotoxinas
Crecimiento capilar
Hipertension
Sindrome de la vejiga irritable
Sindrome del colon irritable
Isquemia
Fatiga muscular
Antiarritmicos
Arritmia cardiaca

El mecanismo ha sido explorado en el mds-
culo cardiaco. Existen suficientes evidencias ex-
perimentales que sugieren que esos agentes dis-
minuyen la sensibilidad del canal por el ATP.
Actlan desplazando la curva dosis-respuesta
para la inhibicién hacia la derecha, sin ninguna
modificacién en el coeficiente n de Hill de di-
cha curva. Esta demostracién podria sugerir que
los 2 agentes actdan sobre un sitio comun. La
evolucién temporal de los procesos de apertu-
ra y cierre del Kyp estdn alterados en presen-
cia de activadores del canal de K-.

Aplicaciones terapéuticas
de los moduladores del canal K,

Existen pocas dudas acerca de la potenciali-
dad terapéutica de la intervencién farmacolégi-
ca de los canales de Kyp. La tabla Il recoge un
resumen de las aplicaciones terapéuticas de los
agentes farmacolégicos que modulan el canal
Kar. Como puede comprobarse, abarcan des-
de la diabetes tipo Il a la isquemia cerebral y
la cardfaca, la hipertensién y la arritmia cardia-
ca. Existen otros campos en los que puede in-
teresar su potencial terapéutico: la reaccién en-
tre el crecimiento capilar y los activadores del
canal auin no se ha definido con exactitud. Las
areas adicionales de investigacién que pueden
resultar de importancia considerable incluyen al
sistema inmune ya que la activacién del canal
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J. Lorez BarnEo: En relacién con este canal re-
gulado por ATP que, como usted ha comen-
tado, es bastante ubicuo ;hay alguna carac-
teristica del gue se expresa en célula beta que
le haga distinto de ctros canales regulados por
ATP, como el del corazén o del musculo liso?
B. Soria: En principio, las propiedades de con-
ductancia y de rectificacién del canai en cé-
lula beta y en musculo cardfaco son bastante
parecidas. Recientemente se ha descrito uno
en musculo liso que tiene una conductancia
mucho mayor, es decir, la conductancia para
estos canales en musculo liso y en célula beta
pancreética estd entre 50 y 60 pS para 140
mmol potasio en la pipeta, si vamos a concen-
traciones fisiolégicas posiblemente esté alre-
dedor de 25 pS, pero en el masculo liso se
han descrito canales de hasta 130 pS. Por otra
parte, la rectificacién ¢ el bloqueo del canal
por ATP en el caso de la célula beta es Mg?-
ATP, y no ATP libre, mientras que en musculo

cardiaco parece que tanto el Mg?-ATP como
el ATP fibre son capaces de bloqueario.

A.G. Garcia: Clinicamente, la limitacién que po-

seen muchos de estos fArmacos es su escasa
selectividad. De hecho, lo primero que se ex-
ploré de ios activadores de canales de pota-
sio es su efecto antiarritmico, aungue su uso
en esta indicacién se ha desechado debido a
la toxicidad y a su efecto arritmdgeno. Sin em-
bargo, al igual que ocurre con los canales de
calcio, los canales de potasio muestran dife-
rencias en los distintos tejidos.

C. GonzALez: jPodria haber alguna relacidn en-

tre la regulacién del flujo coronario y los ca-
nales de potasio sensibles a ATP?

B. Soria: Si, esa es una de las opciones gue se

han postulado. Hay quien opina que podria ser
precisamente la caida de ATP y el aumento del
ADP, AMP o adenosina, lo gue podria regular
este canal desde la cara intracelular. La regu-
lacién de este canal es bastante compleja y,
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por otra parte, presenta paradojas en el sentido
de que la concentracién de ATP dentro de las
células es de 5 0 6 mmol mientras que la K
del canal es 20, 50, 70 mmol, con lo cual 1o
primero que hay que explicar es a qué se debe
esta diferencia tan notable. Existen varias li-
neas de explicacion y una de ellas es el cocien-
te ATP/ADP; el ADP se comporta mas como
activador del canal, y posiblemente las varia-
ciones del cociente ATP/ADP tienen gradientes.
El ATP se consume sobre todo en la zona de la
membrana porque las bombas necesitan ATP, y
alli donde se consume el ATP se esta generan-
do ADP. En la vecindad de la cara interna del
canal, que es de lo que estamos hablando se
produce una disminucién de ATP y un aumento
de ADP lo que contribuye a la regulacién.

C. GonzALEz: Pero eso serfa a la inversa en la cé-
lula beta en 1a que necesitamos que se gene-
re el ATP,

B. Soria: El mecanismo es basicamente el mis-
mo. Lo que ocurre en la célula beta es que estd
en condicicnes de ATP més basales, y el ATP
si que aumenta cuando se aportan nutrientes.
Posiblemente la explicacién del gradiente o del
cociente ATP-ADP no sea suficiente; se ha ha-
blado de un activador interno que nunca se
ha caracterizado bien, de una sensibilidad dis-
tinta cuando uno separa el parche escindido
de cuando estd unido a todo el citosqueleto
0 que puede haber regulacién por cofactores
reducidos. En realidad, la pregunta de cémo
se regula el canal continlla abierta.

M. HurLE: Querria saber si estos canales pue-
den ser modulados directamente a través de
protelnas G y qué sistemas de neurotransmi-
sion podrian estar implicados.

B. Soria: Hay al menos 4 o0 5 sustancias, no me
atrevo a decir neurotransmisores, somatosta-
tina, galanina o posiblemente el CGRP, que pa-
rece ser que abren el canal a través de un me-
canismo de proteina G, es decir que, aparte
de la accidn directa del ATP a nivel interno al
menos para galanina y somatostatina existen
bastantes evidencias que el mecanismo de
acoplamiento es una proteina G.

M. HURLE: jPor qué muchas veces nos encon-
tramos con discrepancias entre los estudios
electrofisioldgicos, donde quizé no se pueden
manipular con sulfonilureas las acciones de un
determinado farmaco o neurotransmisor cuan-
do, por el contrario, algunos estudios funcio-
nales penen de manifiesto con facilidad este
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tipo de interacciones? ;Hasta qué punto cuan-
do en un estudio funcicnal observamos una
interaccion de este tipo podemos deducir que
un determinado canal estd modulado por un
férmaco o sistema de neurotransmisién con-
cretos?

B. Soria: En el preparado in vitro, y cuando sélo
se estudia el canal, de alguna forma es facil
interpretar los resultados. En el animal entero
esto no es asf ya que cuando un canal esta
en multiples localizaciones el problema es pre-
cisar en gué condiciones se encuentra cada
territorio diana para ese f&rmaco.

C. MonTiEL: sLas células beta disparan ante el

estimulo de glucosa de forma sincrénica, o hay
células que son refractarias a la glucosa en un
momento dado?

B. Soria: En realidad algunas de las imégenes
gue he mostrado son del islote entero, no son
de céiula dnica, y hay por lo menos un par de
trabajos que exploran especificamente la sin-
cronia. Hasta donde sabemos es un fenéme-
no bastante sincrénico en todo el isiote y esta
sincrania de alguna forma esta reflejando que
todas las células estédn contestando y pensa-
mos que el hecho de que las células beta es-
tén organizadas en islote y no dispersas aisla-
damente tiene que ver precisamente con esta
seleccidn por parte de las células mas activas
para secretar de las que estdn menos acti-
vas para secretar. Entonces, el islote se con-
vierte en un mecanismo de aita eficacia para
la secrecién de insulina.

J. Tamargo. Quisiera referirme a los activadores

del canal de potasio. Estoy absolutamente de
acuerdo con lo que ha dicho el Dr. Soria con
respecto a miocardio y con respecto a célula
beta; sin embargo, esto es un ejemplo de
cdmo algo que tiene un gran interés acadé-
mico carece de aplicacién desde el punto de
vista clinico. Nadie ha comercializado ningu-
no de estos productos, ni creo que los comer-
cialice en los préximos afios, por dos motivos;
primero, porgue un aumento marcado de la
conductancia del potasio acorta mucho la du-
racién del potencial de accidn y produce arrit-
mias; y segundo, porgue la reduccién de la
presién arterial se obtiene a costa de un efec-
to muy rapido y muy brusco que activa el sis-
tema renina-angiotensina-aldosterona y el tonc
simpatico, lo cual obliga a afadir un bloguea-
dor beta, ademas de que producen retencién
hidrosalina.
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Introduccion

El oxigeno, uno de los elementos més abun-
dantes de la biosfera, es de importancia crucial
para el mantenimiento de la mayorfa de las for-
mas de vida sobre la Tierra. Este elemento es
el aceptor final de los electrones en la cadena
“espiratoria y, por lo tanto, permite la sintesis de
ATP mediante la fosforilacion oxidativa. A pesar
de su importancia fundamental, se dispone de
un conocimiento muy limitado sobre la forma
en que los organismos son capaces de detec-
tar la disponibilidad de O, y de adaptar la cap-
tacidn del gas a las diversas situzciones fisiol6-
gicas y condiciones ambientales. En animales
muy evolucionados come los mamiferos, con un
metabolismo energético alto, el suministro de
0, a las células se asegura mediante los siste-
mas respiratorio y circulatorio. EI O, se difunde
en la sangre en los pulmones, se concentra por
la unidn a la hemoglobina vy, junto a esta, se
transporta a los tejidos. La captacion de O, por
el sistema respiratorio se regula, entre otros fac-
tores, por la disponibilidad de O,. En condicic-
nes de hipoxia (como, par ejemplo, durante la
exposicién aguda a grandes alturas), la frecuen-
cia respiratoria se incrementa en respuesta a la
disminucién de la tensién de O, en la sangre
{PO,). En los UGltimos afios se ha demostrado
que en este sistema de regulacién fisiolégica,
los cambios en la PO, arterial se detectan por
un tipo especial de canal de K+ que se expre-
sa en las células quimioceptoras del cuerpo ca-
rotideo (células gldmicas) y cuya actividad se re-
gula por les cambios en la concentracién de O,
en el medio exiracelular. Experimentos recien-
tes sugieren gue los canales de K- sensibles a
0. no se encuentran restringidos al cuerpo ca-
rotideo sino que se expresan en otros tejidos
donde estan involucrados en las respuestas fi-
siolégicas v fisiopatoldgicas a la hipoxia. En este
artfculo se describen las caracteristicas gene-
rales de los canales de K* sensibles a O, y de
los mecanismos gue podrian participar en la in-
teraccién entre el O, y la estructura oligoméri-
ca del canal i6nico. Se discute ademas de for-
ma breve el significadc funcional de la regu-

lacion de canales idnicos por los cambios de
PO.,.

Caracterizacion de los canales sensibles
a oxigeno en los gquimioceptores arteriales

Aungue la funcién guimioceptora del cuerpo
carotideo se conoce desde hace casi un
siglo'?, los mecanismos implicadcs en la de-
teccion de los cambios de PO, se han mante-
nido oscuros. En las dltimas décadas ha existi-
do un acuerdo general en que las células
glémicas, o de tipo |, las mds abundantes en
el drgano, son los elementos fundamentales
en el proceso de transduccién sensorial. Estas
células segregan varios transmisores en respues-
ta a la hipoxia gue estimulan las fibras nervio-
sas aferentes del nervio del seno, que a su vez
son las que envian la informacién sensorial al
sistema nervioso central®s. Una investigacion
desarroltada recientemente en varios laborato-
rios ha demostrado que las células glémicas
contienen canales idnicos dependientes de po-
tencial para Na+, Ca?+ y K+ y que, como otras
células excitables, pueden generar potenciales
de accion de forma repetitiva®®. La caracte-
ristica electrofisioldgica més importante de las
células glémicas es gque la corriente de K+ se
inhibe reversiblemente en respuesta a la dismi-
nucién de la PO,%:2, Este fendmeno se ilustra
en la figura 1 con registros de corriente macros-
copica de K- tras el blogueo del resto de los
canales dependientes de potencial. La corrien-
te de potasio tiene un umbral de activacion a
aproximadamente 40 mV y se inactiva casi com-
pletamente en 300 ms&2, En promedio, la ex-
posicién a PO, entre 10 y 30 mmHg produce
una inhibicién de la corriente del 30-40%. La
modulacién de la corriente de K+ por los cam-
bios de la PO, es selectiva (las corrientes de
Na+ y Ca?+ permanecen inaiteradas) y se pue-
de observar sin atenuacién varias veces en una
misma célula’2,

Como en otras células excitables, la corrien-
te macroscédpica de K+ de las células glémicas
se debe a la actividad de varias subpoblacio-
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Fig. 1. Corriente de potasio regulada por O, en cé-
lulas glomicas. Las corrientes se registraron durante
un pulso de potencial desde ~80 hasta 0 mV con la
configuracion de «célula completa» de la técnica de
patch clamp. La composicion de fas soluciones fue
la siguiente. Externa: 140 CiNa, 2,7 CIK, 2,5 C!, Ca,
2 Cl,Mg, 10 Hepes, 5 glucosa, 1 mi tetrodotoxina,
pH: 7,3; interna: 30 CIK 80 glutamato-K, 20 FK, 10
Hepes, 10 EGTA, 2,5 Ci.Mg, pH: 7.2. La solucidn ex-
terna se equilibrd bien con aire {control v recupera-
cién, PO.=145 mmHg) o con N (baja PO,=10-
20 mmHg). Temperatura=22-25 °C. Modificada de
Benot AR et al”.

nes de canales dependientes de potencial. En
células glémicas de conejo adulto se expresan
al menos tres tipos distintos de canales de K-
que difieren en su dependencia de Ca?+ y vol-
taje, conductancia unitaria y sensihilidad a los
cambios de PO,!. Existen los tipicos canales
de K+ activados por Caz+ (canales K., de gran
conductancia (aproximadamente 200 pS en
concentraciones simétricas de 130-140mM de
K+) similares a los gue se observan en casi to-
das las celulas excitables. Jurto a estos, tam-
bién se puedsr registrar canales de conductan-
cia muy paquena (unos 16 £S) gue, aungue no
estudiados con mucho detalle, no parecen ser
dependientes de Ca?+. Ademds de estos dos ti-
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Fig. 2. Curso temporal de la corriente macroscopica
de K+ y de la corriente unitaria a través de los cana-
les de K* sensibles a O,. A: corriente macroscdépica
durante una despolarizacion de —80 hasta +20 mV;
B: corrientes unitarias en un parche con 3 canales
en fa configuracion outside-out utilizando el mismo pul-
so de potencial; C: promedic de 23 barridos conse-
cutivos similares a fos que muestran en B. La com-
posicion de las soluciones es similar a la figura 1.
Modificada de Benot AR et al'®.

pos de canales, insensibles a los cambios de
PO,, existe un tercer tipo de conductancia in-
termedia {unos 40 pS) y cuya probabilidad de
apertura se incrementa con la despolarizacién
y se inhibe con la disminucién de la PO,. Es-
tos canales regulados por cambios en la PO,
(de forma abreviada canales KO.,) se expresan
en un ndmero de aproximadamente 900 por cé-
lula y son los mayores responsables de las pro-
piedades de la corriente macroscoépica de
K+ 13'15_

La relacién entre los canales KO, y la co-
rriente macroscdpica de K+ se ilustra en la fi-
gura 2. En el panel A se muestra un vegistro de
corriente de K* durarte un pulso de potencial
que despolariza la membrana desde el poten-
cial mantenidc de —80 haste +20mV. Tras la
escisién de un parche de membrana que con-
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de corriente unitaria en las diferentes condiciones experimentales. Las soluciones utilizadas son fas mismas que

en la figura 1. Modificada de Benot AR et al**.

tenia 3 canales, la aplicacién de un pulso de las
mismas caracteristicas produce la apertura y
cierre de los canales en el parche (panel B).
Cuando cada unc de los canales se abre con-
tribuyen con pulsos de corriente de unos 1,8 pA
de amplitud. Los canales se abren preferente-
mente al inicio del pulso y posteriormente en-
tran en un estado inactivado. En el panel C se
muestra el promedio de 37 registros de activi-
dad unitaria donde se aprecia claramente la
inactivacién de los canales con un curso tem-
poral muy similar al de la corriente macroscé-
pica. El efecto més aparente de la hipoxia so-
bre los canales KO, es una disminucidn
reversible de la probabilidad de apertura'®*.
Este hecho se ilustra en la figura 3A con 3 gru-
pos de registros obtenidos de un parche escin-
dido (donde se aprecia como maximo un solo
canal abierto) semetido & despolarizaciones su-
cesivas desde -80 a +20mV. El parche de
membrana fue expuesto a soluciones equilibra-
das con aire (control y recuperacién) o con una
mezcla de aire y N, (hipoxia). Los promedios
de 15 a 30 barridos consecutivos registrados en
las diferentes condiciones experimentales se
muestran en la figure 3B. La probabilidad de
apertura del canal (p,=0,61) decrecid de for-
ma marcada tras la expaosicion 2 una PO, baja
{p,=0,28) con vuelta a los valores controles
{p,=0,74) tras {a restauracion de la PO, nor-
mal. En el rango entre Oy +30mV la exposi-
cion a hipoxia (aproximadamente 10 mmHg)
conduce a un incremento de 1,5-2 veces en la

probabilidad de apertura. Los registros de la fi-
gura 3A también demuestran que los cambios
en la PO, no afectan a la amplitud de la co-
rriente unitaria.

Interaccion entre el oxigeno
y los canales de K+

El estudio detallado de la interaccidn del O,
con los canales de K+ indica que fa disminu-
cién de la probabilidad de apertura en condi-
ciones de hipoxia se debe a modificaciones de
propiedades cinéticas bien definidas®, lo que
sugiere que la tensién de O, influencia la con-
formacién de dominios especfficos de la molé-
cula. Cambios en la PO, podrian regular el es-
tado redox de grupos tial, localizados bien en
la molécula del canal KO, o en un sensor aso-
ciado formando parte de fa misma estructura
oligomérica (véase posteriormente), que deter-
minan sus propiedades cinéticas. Algunos an-
tecedentes que sustentan esta hipétesis son la
regulacidn de la inactivacién en algunos cana-
les de K+ recombinantes dependiendo del es-
tado redox de residuos cistelna existentes en el
dominio aminoterminal de la molécula®Y, o la
existencia de un sitio de regulacién redox en el
complejo receptor NMDA-canal®®. Para contras-
tar estas ideas se ha estudiado el efecto de an-
tioxidantes sobre los canales KO,. En la figura
4 se comparan el efecto de la hipoxia y de un
agente reductor como el glutatién reducido
{GSH) en un mismo parche de membrana es-
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Fig. 4. Exposicion de un mismo macroparche de mem-
brana con un nimero maximo de 6 canales simulta-
neamente abiertos a hipoxia (PO,=10-20 mmHg) vy
a glutation reducido (GSH, 1 mM). Los pulsos se apl-
caron en todos fos casos desde ~80 hasta +20 mV
y con intervalo de 20-30 s. Las corrientes promedios
se obtuvieron con 10-20 barridos individuales. Se han
utilizado las mismas soluciones que en la figura 1. Mo-
dificada de Benot AR et al'®.

cindido (en la configuracién inside-out) que mos-
traba la actividad como méaximo de 6 canales
simultdneamente abiertos. En condiciones de
normoxia, los canales se abren e inactivan du-
rante el pulso con un curso temporal que, como
se ilustra en el promedio de la figura, es pareci-
do al de la corriente macroscdpica de K+ regu-
lada por O,. Tras la exposicion a hipoxia se pro-
duce una disminucion marcada de la actividad
de los canales y, en consecuencia, una atenua-
cién dréstica de la corriente promedio. Después
de la recuperacién de la actividad de los cana-
les en la solucién normoxica, la aplicacién de
GSH a la cara interna de la membrana (a con-
centraciones entre 1 y 5mM) da lugar a una re-
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Interaccion entre e! Q, y los caraies de K*
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Fig. 5. Representacion esquematica de los diferentes
mecanismos propuestos para explicar la modulacion
de Jos canales de K+ por los cambios en la PQ.,. Mo-
dificada de Ldpez Barneo J?.

duccién de la probabilidad de apertura sin mo-
dificar la conductancia unitaria. Al igual que el
GSH, otros agentes reductores como el ditiotrei-
tol (DTT) también inhiben la actividad de los ca-
nales regulados por oxigeno. Estos datos sugie-
ren que el efecto Ultimo de la hipoxia podria ser
la reduccion de grupos tiol de la estructura oli-
gomeérica del canal KO,®.

La regulacion de los canales de K- por O,
ocurre en células a las que se aplicd la técnica
de patch-clamp, lo que conlleva la didlisis de los
componentes solubles del citosol, asl como en
parches de membrana escindidos. Por lo tan-
to, es muy probable que la interaccién entre ei
0, y los canales de K+ ocurra a través de un
sensor intrinseco de la membrana plasmatica
que, o bien forma parte de la estructura cligo-
mérica de los canales, o bien es una molécula
que esta estrechamente asociada a estos. Los
diferentes mecanismos propuestos para expli-
car como la PO, influye en la funcion de los ca-
nales ionicos se resumen en la figura 5221,
Desde el punto de vista biofisico, los canales de
K- regulados por O, pertenecen a fa familia de
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canales de rectificacion retardada y, por 1o tan-
to, es posible (panel 5A) que el oxigeno interac-
cione con una regién especial de las 4 subuni-
dades « gue forman su estructura bdsica. El
0, podria ligarse reversiblemente a complejos
de coordinacién formados por metales unidos
a la proteina como ocurre en ofras moléculas?,
Esta idea es logicamente especulativa aunque
podré verificarse una vez que se conozca la se-
cuencia de aminodcicos y otras propiedades del
canal KO,. Una posibilidad alternativa es que
el O, sea detectado por un sensor localizado
en la membrana cerca del canal idnico. Este sen-
sor podria ser independiente (fig. 5B} o asocia-
do a la molécula del canal (fig. BC). Este Ultimo
caso, en €l que la interaccién senscr-canal es
directa u ocurre en la fase de la membrana, es
el mds probable porque los posibles mediado-
res hidrosolubles {que se lavan en parches de
membrana escindidos) ¢ proteinas G parecen
no estar implicados en la modulacién de los ca-
nales de K+ por oxigeno®!, Se ha postulado
que el sensor de O, podria ser una hemopro-
teina ya que se sabe que desde bacterias has-
ta células de mamiferos existen muchos ejem-
plos de enzimas sensibles al O, que contienen
un grupe prostético hemo?24, Aungue las evi-
dencias son fragmentarias, alguncs autores han
propuesto que tanto en el cuerpo carotideo®
como en los quimioceptores de las vias
aéreas? el sensor de O, es un citocromo b aso-
ciado a la enzima NADPH-oxidasa. Indepen-
dientemente de su naturaleza molecular, la idea
de un sensor ascciado al canal es atractiva por-
que permite imaginarse 10s canales sensibles a
0, como una familia amplia de moléculas ca-
paces de coexpresarse con una subunidad sen-
sora de O,, de forma similar a como se expre-
san las subunidades 8y 4 con las subunidades
fundamentales « de los canales de sodio y
calcio?!, Recientemente, se han descrito varias
subunidades § asociadas a canales de K+ que,
en alglin caso, regulan el curso temporal de la
inactivacidon dependiendo de su estado de
oxidacién-reduccién?. Por lo tanto, el tipo mo-
lecular y bioffsico de canal de K+ regulado por
oxigeno podria variar en células distintas, o en
las mismas células en diferentes etapas del
desarrolio?!,

Implicaciones funcionales y distribucién
de los canales sensibles a oxigeno

En las células gldmicas los canales KO, tie-
nen un significado funcional directo ya que con-
fieren a estas sus propiedades quimioceptoras.

La inhibicién de los canales de K+ en respues-
ta a la hipoxia da lugar a un aumento de la ex-
citabilidad de las células glémicas con el consi-
guiente aumento en la frecuencia de disparo de
potenciales de accion. Ya gue durante cada po-
tencial de accion se produce entrada de Ca?+
a través de canales de calciodependientes de
potencial®, el efecto neto de una bajada de la
PO, es el incremento de Ca?+ citosdlico, io que
dispara la secrecién de los transmisores que ac-
tivan a ias fibras nerviosas aferentes del cuerpo
carotideo®28, Estos principios generales se ilus-
tran en el esquema de la figura 6, donde se re-
sumen los procesos celulares basicos involucra-
dos en la transduccidn sensorial en el cuerpo
carotideo. El flujo de informacion dentro del ér-
gano completo en condiciones fisiolégicas, aun-
que quiza determinado por la secuencia de epi-
sodios que se describen en el esquema de la
figura, es casi seguro gue sufre ajustes y modi-
ficaciones debido a interacciones autocrinas y
paracrinas?®.

Aunque en los experimentos iniciales sobre
la corriente de K+ regulada por oxigeno se de-
mostré su especificidad tisular, ya que no se en-
contrd en otras células estudiadas (neuronas del
ganglio petroso y de los nicleos del septo, cé-
lulas SIF de los ganglios simpéticos y células tipo
Il del cuerpo carotideo)02, recientes observa-
ciones indican que los canales de K+ sensibles
a O, se expresan en otros tejidos. Al menos
2 grupos de investigadores han descrito que la
corriente de K+ macroscépica de miocitos ais-
lados de la arteria pulmonar se inhibe en res-
puesta a la disminucion de la PO,23%, Esta res-
puesta contribuye a la vasoconstriccion
pulmonar inducida nor la hipoxia que, ademas
de favorecer un balance adecuado entre ia ven-
tilacién y la perfusion pulmonar, es la mayor cau-
sa de hipertensién pulmonar en pacientes con
falta de adaptacién a grandes alturas («mal agu-
do de montafia») 0 con enfermedades cardia-
cas de origen pulmonar. Se ha observado tam-
bién una corriente de K+ regulada por O, en
células de los cuerpos neuroepiteliales del pul-
mon las cuales son excitables y tienen propie-
dades electrofisioldgicas muy parecidas a las de
las células glémicas®. Los cuerpos neurogpite-
liales (6rganos de pequefio tamaiio inervados
y distribuidos por toda la mucosa de las vias
aéreas) posiblemente complementan los guimio-
ceptores arteriales convencionales, tales como
el cuerpo carotideo, en la homeostasis de la res-
piracién durante (a transicién de la vida fetal
a la necnatal®. Estos datos indican que la sig-
nificacion funcional de los canales regulados
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por O, es mas amplia gue la supuesta inicial-
mente.

Conclusiones

Al igual que en otras modalidades sensoria-
les, los canales idnicos también participan en
{a transduccidn de los cambios de O,. Los ca-
nales de K+ sensibles a O, se expresan en di-
ferentes tejidos donde la deteccién de las mo-
dificaciones en la tensién de O, tiene una
relevancia funcional directa. Dado que los dife-
rentes tipos de canales i6nicos son ubicuos y
fa cbvia ventaja bioldgica que supone mantener
los valores de O, bajo un control estricto, es de
esperar que en un futuro cercano se demues-
tre que los canales regulados por O, estén am-
pliamente distribuidos en drganos y tejidos y que
patticipan en numerosas funciones celulares de-
pendientes de O,, en condiciones normales y
en circunstancias patolégicas.
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J. Garcia-SancHe: ¢Podrfa especular sobre la
estructura del sensor de oxigeno?, ;cudles son
los efectos del cianuro, del mondxido de car-
bono?, ;puede el éxido nitrico interactuar con
el canal?

J. Lorez Barneo: El efecto del cianuro sobre el
canal directamente en parche escindido bien
caracterizado y bien aislado no se ha estudia-
do. En cuanto al efecto del monéxido de car-
bono, los Dres. C. Gonzélez y J.R. Lépez-
Lépez llevarcn a cabo un experimento hace
poco tiempo en el que muestran que es muy
similar al oxfgeno. El efecto del éxido nitrico
ha sido estudiado también por otros grupos

y los datos preliminares sugieren que el efec-
to es parecido al del oxigeno. Esto me lleva
a especular que este canal podria expresarse
en el cerebro y actuar como receptor de CO
y de NO. Estos iones parece gue actlan como
transmisores en el sistema nervioso central.

F. Sala: Me gustaria que comentara de una for-

ma mas detallada el esquema de estados ci-
néticos que ha presentado, y gue indicara
dénde interviene ahl el oxigeno, si modifica
sensibilidad de voltaje, o qué es lo que real-
mente hace.

J. Lorez Barneo: El canal regulado por oxigeno

no es un canal ligandodependiente, sino que
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es un canal voltajedependiente cldsico y tipi-
co. Para comprender céme el oxigeno interac-
ciona con el canal hicimos bastantes experi-
mentos, enormemente costosos en tiempao,
intentando determinar si haciendo un mode-
lo simple de canal voltajedependiente el cam-
bio de la PO, produce una variacién inespe-
cifica, altera todas las constantes cinéticas, o
su efecto podria explicarse por modificaciones
de constantes cinéticas especfficas; esto es im-
portante a la hora de comprender, no sélo a
nivel biofisico, sino también a nivel fisioldgico
cémo funciona el canal. Hemos visto que la
falta de oxigeno hace mucho mas rédpida
la inactivacién, y aumenta la primera latencia
de la apertura del canal, pero el estado abierto
y todas las transiciones cercanas al estado
abierto no se ven afectadas por la hipoxia, y
lo mismo hace ei glutatidn, £ glutatidn redu-
cido produce dos alteraciones fundamentales,
hace gue el canal se abra mas lentamente (los
gue se abren) y que se inactiven més rapida-
mente aguellos que se abren. Y, por Ultime,
una tercera alteracién importantisima es que
el nimero de canales gue se abren disminu-
ye, porque pasan directamente de un estado
cerrado a uno inactivado sin pasar por el abier-
to. Son las tres alteraciones fundamentales.

W. Buro: En cuanto a la cinética, parece ser
gue pasa de cuatro compuertas a tres com-
puertas, ;serfa eso la medificacién de la ci-
nética?

J. Lorez Barneo: Puede haber otra, pero nues-
tro modelo cinético asume que el canal estd
en un estado cerrado, lejano del abierto. Al
menos hay tres estados cerrados antes del
abierto, y que lo que hace el oxigeno es lle-
varlo a otro estado que llamamos todavia mas
cerrado, mds lejano del abierto. Pero esa dl-
tima transicion no es voltajedependiente, sino
que depende exclusivamente del oxigeno.

W. Bufo: Mi otra pregunta se refiere a que el
glutation actla dentro y no fuera, asi que eso
me hace pensar que el sensor estd mirando
hacia dentro en la membrana.

J. Lorez Barneo: En efecto, el glutation hace
muchas cosas en esta célula, y ademas so-
bre todos los canales, pero sobre los canales
de potasio regulados por oxigeno se parece
al efecto de la hipoxia solamente si se aplica
por dentro.

M. Criapo: El efecto de glutatién es reversible,
y me pregunto si han realizado experimentos
con un agente alguilante que irreversiblemen-
te modifique estos sitios que quizd son cis-
telnas.
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J. Lopez Barneo: No hemos probado con agen-
tes que son irreversibles, fundamentaimente
por nuestro prurito de que ya que la regula-
cién de PO, es muy reversible y regula muy
finamente este canal, hiciésemos lo mismo
con agentes reductores. Hemos utilizado ade-
mas del glutation, el ditiotreitol (DTT) con el
mismo efecto. Uno de los experimentos que
estamos haciendo es tratar la cara interna de
la membrana con tripsina para destruir el su-
puesto sensor si lo hay asociado a una sub-
unidad beta o la supuesta cisteina gue podria
formar parte de los dominios carboxilo ¢ ami-
no del canal, y observar si se modifican sus
caracteristicas cinéticas y si sigue regulado ¢
no por oxigeno.

F. Barros: Partiendo de la base de que usted
postula la posibilidad de que una subunidad
regule, podria tratarse de una subunidad del
tipo beta que regulara otros canales de pota-
sio y esto ser importante para el mantenimien-
to del potencial basal y la tasa de espiguec.

J. Lorez BarnEo: Hemos buscado en las célu-
las tipo 1 del conejo adulto la posibilidad de
que otros canales sean regulados por potasio,
y no io hemos visto. Eso no descarta que no
haya canales de tipo de rectificacién como el
que usted estudia, que regulen el potencial de
membrana, y que también sean regulados por
los cambios de la PO,. No hemos hecho una
busqueda exhaustiva de canales que no sean
voltajedependientes pero en la que hemos he-
cho no hemos visto ninguna regulacidn por los
cambios de PO, lo cual no quiere decir que
no la haya. Por esa razén, creemos que la re-
gulacién de este canal por el oxigeno puede
explicar la funcién quimiotraductora de estas
células siimaginamos estas células en un con-
texto fisiolégico en donde con un potencial cet-
cano & los 40-50 mV, que parece ser que tie-
nen, estan disparando de forma repetitiva y
son osciladores intrinsecos. En esas circuns-
tancias la sensibilidad de un canal voltajede-
pendiente al oxigeno toma todo su valor, pues-
to que va a reguiar finalmente la frecuencia
de disparo. Eso es muy dificil demostrarlo por-
que en células en cultivo no todas ellas son
osciladores intrinsecos. Al parecer algunas es-
tdn demasiado polarizadas y no disparan, lo
cual hace que no sean sensibles a la hipoxia
en cultivo.

C. Gownzdilez: Mi pregunta era exactamente
esta; siempre que presentamos los resultados
de nuestro grupo la pregunta de los expertos
en cuerpos carotfdeos es como un canal con
un umbral de activacién macroscépico de
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—40mV es el trigger de la despolarizacién de
las céluias.

J. Lorez Barneo: En mi opinién esta pregunta
parte de un postulado que no se ha demos-
trado. Parto de otra premisa, vy es que agul
no hay potencial receptor, sino que lo que hay
son células que por las caracteristicas de su
conductancia iénica a un potencial de 50 a
40 mV van a ser osciladores intrinsecos y eso
espero que algin dia podamos demostrarlo,
al menos en el conejo. Mi argumentacién
cuando se me formula esta pregunta es
;Qquién ha mostrado en el cuerpe carctideo de
cualquier especie un canal que no sea volta-
jedependiente y que sea reguiado por oxige-
no de forma inequivoca? Que yo sepa, nadie.
C. GonzAtez: En cualguier caso, este es un
tema que sigue siendo controvertido.

M. VaLoeoumiteos: Un comentario farmacolégi-
co sobre el efecto del cianuro en esta pre-

paracién. Creo que come fruto de un prejui-
cio de cud! podria ser el efecto de una baja
presién de oxigeno sobre el acoplamiento es-
timulo-secrecién en esta célula se pensé al
principio que la baja presidn de oxigeno po-
dria tener un efecto sobre la mitocondria v,
por lo tanto, el cianuro seria un buen modelo
para estudiar el efecto de la hipoxia. Nosotros
hicimaos experimentos con cinauro y vimos que
éste aumentaba la concentracién intracelular
de calcio como consecuencia de la liberacidn
desde alglin reservario intracelular y por ex-
tensién pensamos que este seria el mecanis-
mo de accién de ia hipoxia. Creo que ahora
se demuestra claramente que este no es el
mecanismo fisioldgico, sino que el calcio en-
tra desde el espacio exiracelular, y su entra-
da es consecuencia de la activacién del sen-
sor, que es el canal de potasio.

51



Canales de sodio sensibles a voltaje:
implicaciones farmacoterapéuticas
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Introduccion

En los musculos auricular y ventricular y en
el sistema His-Purkinje, la répida velocidad de
despolarizacién, responsable de la excitabilidad
y velocidad de conduccion, es debida a la acti-
vacion de una corriente de entrada de Na a tra-
v&s de canales voltajedependientes (Iy.)!. Por
otro lado, el hallazgo de que la tetrodotoxina
(TTX) acorta la duracién del potencial de accion
cardiaco {DPA), a concentraciones a las gue no
modifica la velocidad maxima de despolariza-
cién, sugiere que la Iy, también es responsable
de la fase 2 del potencial de accién cardiaco2.

Los fArmacos antiarritmicos previenen o su-
primen las arritmias a concentraciones a las gue
no producen efectos adversos sobre el latido si-
nusal normalmente propagado. Los canales idni-
cos que participan en la regulacién del poten-
cial de accién cardiaco constituyen la diana de
estos farmacos, de tal forma que, segln la cla-
sificacién de Vaughan Williams®, el grupo |,
blogueadores de los canales de Na, estd cons-
tituido por farmacos muy heterogéneos que pre-
sentan en comun su capacidad para bloguear
la Iy, (tabla ).

Canales de Na cardiacos

Los canales de Na cardfacos y neuronales pre-
sentan muchas propiedades comunes?®s, pero
también importantes diferencias cinéticas y
farmacoldgicas*®. Los canales de Na cardfacos
son resistentes a la TTX (TTX-R. KA aproxima-
damente 1 uM, mientras que en células nervio-
sas es de 0,05-10nM)}, saxitoxina (STX) y
p-conotoxina, pero son 50-1.000 veces mas sen-
sibles a los anestésicos locales (FA del grupo 1)7°.
En las células cardiacas, ademas, €l bioqueo pro-
ducido por la TTX se potencia al despolarizar la
membrana y tras estimulacién repetitiva y mues-
tran una mayor sensibilidad al bloqueo por ca-
tiones divalentes del grupo Il (Cd, Zn).

Estructura de la subunidad « del canal
de Na cardiaco

El ADNc de la subunidad « de los canales vol-
tajedependientes de Na cardfacos humanos es
una proteina de 2.016 aminodcidos que mues-
tra una identidad superior al 90% con el canal
cardiaco de rata'. El canal contiene 4 domi-
nios internos homélogos (I-1V), cada uno de los
cuales exhibe 6 segmentos hidrofébicos que
atraviesan la membrana (S1-S6) y una regién S5-
S6 o H5 que controla la selectividad idnicad,
Experimentos de mutagénesis dirigida han de-
mostrado que la regién H5 es el poro del canal,
mientras que la regién S4, gue contiene residuos
cargados positivamente (X-X-[Arg o Lys]), en
cada tercera posicién, actuaria como sensor de
voltaje’®. En el miocardio existen diversas iso-
formas de este canal, algunas con una cinética
mds lenta que aquellas responsables de la
rapida despolarizacién del potencial de
accién21213; estas isoformas son responsables
de la ly, que contribuye a mantener la fase
2 del potencial de accién cardiaco?. En el co-
razén de rata casi un 20% de los canales de Na
exhiben una alta afinidad por la saxitoxina, lo

TABLA |
CLASIFICACION DE LOS FARMACOS
ANTIARRITMICOS QUE BLOQUEAN LOS
CANALES DE Nz CARDIACOS (GRUPO 1)

Grupo 1A Grupo 1B Grupo IC
Quinidina Lidocaina Propafenona
Procainamida Mexiletina Flecainida
Disopiramida  Aprindina Lorcainida
Ajmalina Tocainida Encainida
Cibenzelina Pirmenol Indecainida
Imipramina Fenitoina Recainam

Morizicina
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Fig. 1. Representacion esquematica del potencial de
accion cardiaco en ritmo sinusal y en presencia de
una taquiarritmia. Durante el potencial de accion el
canal de sodio adopta tres estados conformaciona-
les: reposo-R, activo-A e inactivo-1. Durante la didsto-
le los canales se encuentran en estado R, se activan
brevemente durante la despolarizacion y a continua-
cion pasan al estado |, en el que permanecen hasta
que la célula se repolariza. En ritmo sinusal el inter-
valo diastdlico es suficientemente largo para que los
canales en estado | se recuperen y pasen al estado
R antes de que llegue el siguiente potencial de ac-
cion sinusal. Durante la taquicardia aumenta el tiem-
po que el canal pasa en los estados A e | y el interva-
lo diastdlico se acorta, lo que disminuye el tiempo que
el canal tiene para reactivarse.

que confirma la importancia de otras isoformas
distintas de la TTX-R predominante®.

Muy recientemente, ha sido clonado un ca-
nal de Na cardiaco humano (nNav2.1 o hH1)*,
La secuencia de 7,2 Kb es la primera de una
nueva subfamilia de canales. El hH1 codifica
una proteina de 1.682 aminoacidos, que mues-
tra una homologia del 46% con los canales de
miocardio de rata. El tamafio de esta molécula
es inferior al de otros canales de Na previamente
descritos (1.819-2.018 residuos, 8,5-9,0kb), lo
que parece deberse a que la porcién C-terminal
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es mas corta en el hH1. Otra importante dife-
rencia es que en el hH1 el ndmero de residuos
con carga positiva en los segmentos S4 de los
dominios I, Il y IV es inferior y en el IVS4 dos
His han sido reemplazados por 2 Arg (residuos
1.355 y 1.367).

Caracteristicas del bloqueo
de los canales de Na

El blogueo farmacolégico de los canales de
Na cardiacos es el mecanismo por el que los
FA del grupo | suprimen las arritmias cardiacas.
El blogueo es un proceso voltaje y tiempode-
pendiente y viene a su vez determinado por las
caracteristicas fisicoquimicas del FA, existiendo
importantes diferencias segun el farmaco ana-
lizado.

Durante el potencial de accion cardiaco el ca-
nal de Na adopta tres estados conformaciona-
les®1e: uno conductor (abierto-0) y dos no con-
ductores (cerrado-C, inactivo-l) (fig. 1). En la
didstole, los canales se encuentran en reposo
y predomina el estado C. Tras la aplicacién de
un pulso despolarizante o durante la fase O del
potencial de accion cardiaco los canales se ac-
tivan (R—0), permitiendo durante 1-2 ms la en-
trada de iones Na. La activacion de los canales
sigue un curso temporal sigmoidal, lo que indi-
ca que se mueven a través de varios (4-6) esta-
dos cerrados, no conductores, antes de que el
canal se abra (C1 ... Cn—0) y uno o dos esta-
dos O. A continuacién los canales se inactivan
(O-—1) o se cierran (0—C), impidiendo la en-
trada de Na a su través, aun cuando la despo-
larizaciéon se mantenga. Si el canal pasa al es-
tado C es posible su reapertura. El estado |
predomina (O—1, R—1) a niveles despolarizados
de potencial de membrana (durante las fases
2y 3 del potencial de accidn, tejidos isquémi-
cos, hiperpotasemia)'>t8. Cuando se analiza la
corriente microscépica se puede observar que
los canales de Na se abren brevemente
(<1 ms), mientras que en la corriente macros-
cdpica esta apertura dura varios ms. Ello impli-
ca que durante el pulso despolarizante algunos
canales se abren-cierran antes y otros después
del pico de la Iy, (C—0); ademas, otros pasan
directamente al estado | (Cn—1) sin activarse.
Estudios de canal Unico han demostrado que
el proceso de inactivacion presenta dos cons-
tantes de tiempo'®. La fase répida permite
aperturas breves del canal (1-2 ms), pero no su
reapertura; mientras que la fase lenta implica
la reapertura prolongada del canal en forma de
salvas?. Los canales que se encuentran en es-
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TABLA I
AFINIDAD DE LOS FA DEL GRUPO | POR LOS ESTADOS ACTIVO E INACTIVO DEL CANAL
DE Na Y SOBRE LA CONSTANTE DE TIEMPO DE REACTIVACION (7.} DEL MISMO

. Activo Inactivo
Farmaco (i) () Teo
Quinidina 100 > 100.000 4,7 s
Procainamida 28 1,0 2,3s
Disopiramida 300 > 100.000 2,25
Lidocaina 50 1,2 230 ms
Mexiletina 200 qg,7 470 ms
Amiodarona 1.000 0,2 145
Propatenora 1 0,5 8,65
Flecar da 15 >100.000 15,53
Encainida 10 >100.000 20,3 s

tado |, para volver a activarse, deben volver pre-
viamente al estado R. Este paso (1-R), deno-
minado recuperacion de la inactivacién o reac-
tivacion del canal de Na, es un proceso rapido
(constante de tiempo o 7,,<30ms), por lo que
cuando llega el siguiente latido sinusal y dado
que el intervalo diastdlico es superior a 600 ms,
la mayoria de [os canales de Na estdn en esta-
do R y disponibles para reactivarse.

El bloguec voltaje y fismpodepenciznte de
I3 Iy, procuc.do por los FA pusde expicarse
en base a la hipétesis del receptor modula-
doi5162025 que propone que los FA del grupo )
se unen a un receptor localizado en el canai
de Na, estando moduladas su afinidad por
este receptor y la cinética de asociacién-
disociacién por el estado (O, [, R} en que el
canal se encuentra. A concentraciones ferapéu-
ticas (rango uM) los FA presentan mayor afini-
dad por los estados O e 1 que por el estado R
del canal y prolongan de forma caracteristica la
., {tabla 11125, Los canales a los que se aso-
cia el FA no permiten el paso de Na a su través
ysu dependencia de voltaje es desplazada a va-
lcres mas negativos de potencial de memkra-
na, lo que indica una mayor inhibicién de [a Iy,
a niveles despolarizados de potencial de mem-
brana.

Blogueo ténico y frecuenciadependiente
de la Iy,

En presencia de FA podemos chservar dos ti-
pos de blogueo de la w52 1) un blogueo t6-
nico, que representa el blogueo Gue aparece du-
rante la primera despolarizacidn tras un largo
pericdo de reposo a potenciales de membrana
negativos. A concentraciones terapéuticas, los
FA apenas si producen bloquec ténico

(KRD =mM), lo que sugiere que a niveles ne-
gativos de potencial de membrana se disocian
del canal, y 2) si estimulamos de forma repeti-
tiva la célula cardiaca la I, disminuye de for-
ma progresiva hasta que esta alcanza un valor
estable. Este bloqueo frecuencia (uso)depen-
diente de la Iy, (BFD) se debe a que durante
la taquicardia los canales persisten més tiem-
po en los estados por los que los FA presentan
afinidac (C e [} y a que los FA prolcngan la 1.
Puesto que la taguicerdia accrta el intervalo
diastdlico, cuando llega el siguiente potencial de
accion parte de los canales alin no se han reac-
tivado (se encuentran como ID) y no permiten
el paso de Na a su través; esta es la base de
la bdsgueda de FA selectivos, que inhiban la
lw. durante la taquicardia, pero que apenas
la modifiqguen en ritmo sinusal.

Los FA son basicos (pKa=8-9,5), por lo que
a pH fisiolégico (7,4) existen en dos formas:
cargada-hidrofilica y no cargada-lipofilica. La for-
ma cargada no bloguea cuando se administra
a la superficie externa del canal, accediendo a
este a través de una vie hidrofilica desde la su-
perficie interna del poso sdlo cuando el cenel
se activa, por 10 que present@an un marcado
BFD’. La forma lipofilica accede a su receptor
por una via hidrofébica e interactda con el ca-
nal independientemente del estado en que este
se encuentre, La despolarizacion de la membra-
na, la acidosis y la hiperpotasemia favorecen la
interaccién de la forma cargada con su recep-
tor y prolongan la 7.8, lo que explica por qué
los FA que bloquean los canales de Na pueden
inhibir mas fa Iy, en el miocardio isquémico
que en el miocardio sano. La alcalosis, por €l
contrario, aumenta la forma no cargada y ace-
lera la 7,.; de hecho, la alcalinizacién del medio
interno se ha utilizado para trater los efectos car-
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Fig. 2. Registros obtenidos en miocitos ventriculares
de cobaya utilizando la configuracion inside-out ge la
técnica del parche de membrana. Fl potencial de
membrana se fijd a -160 mV y se aplicd un pulso
despolarizante hasta —40 mV durante 50 ms. Los pa-
neles de la izquierda representan la situacion control,
mientras que los de la derecha muestran ios efectos
de quinidina (50 M, panel superior) y de la lidocar-
na (20 uM).

diodepresores de los blogueadores de la
lNan-

En presencia de FA (lidocaina®?, quinidi-
na®, mexiletina, tocainida®” y procainamida®®,
la reactivacién del canal de Na representa la di-
sociacidn del farmaco desde RD—Re ID—~I—R,
acelerdndose este proceso al hiperpolarizar
la membrana. Despolarizaciones o repolariza-
ciones repetitivas también pueden acelerar 1a
reactivacién. Este proceso, denominado desbio-
gueo por activacion, implica los pasos
iD-RD—-0D—0%y puede ser un importante
mecanismo de disociacion de los FA que pre-
sentan muy pobre desblogueo en reposo. Du-
rante la hiperpolarizacion los canales se despla-
zan de ID a RD y la posterior despolarizacion
produce la transicion de estado OD—0 si la
(OD)> >1(0). Estas caracteristicas explican por
qué los FA producen mayor inhibicién de la |y,
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a frecuencias rapidas y en tejidos despolari-
zados.

Bloqueadores del estado activo
frente a bloqueadores del estado inactivo
de! canal de Na

Existen importantes implicaciones clinicas de-
pendiendo del estada del canal por el que fos
FA presentan mayor afinidad. En general, la ta-
bla Il muestra que los FA de los grupos IA e IC
presentan mayor afinidad por el estado A y los
del grupo IB la presentan por el estado | del ca-
nal de Na'6212330 sj bien algunos (propateno-
na, procainamida) presentan afinidad por am-
bos estados.

FA que presentan una afta afinidad
por ef estado activo

Son farmacos como propafenona, diprafeno-
na, prajmalina, quinidina, disopiramida o pen-
ticainida. En preparaciones multicelulares, es-
tos FA bloguean la |y, durante la fase O del
potencial de accién cardiaco y no desplazan la
curva de inactivacion de la corriente. Con algu-
nos hloqueadores del estado O (disopiramida,
penticainida) o reactivacién del BFD puede re-
trasarse al hiperpolarizar 1a membrana, lo que
sugiere que el FA quedaria atrapado en el
canal tras el cierre de las compuertas de
activacion®. Si la disociacion del FA requiere la
apertura del canal, la hiperpolarizacién dismi-
nuird lz probabilidad de apertura retrasando Ia
disociacidn del FA del canal de Na. En miocitcs
cardiacos aislados el bloqueo es evidente tras
aplicar pulsos despolarizantes de corta duracidn
{1-2ms), durante la apertura del canal, pero
aumenta poco tras su cierre ¢ al prolongar Iz du-
racion del pulse, cuando aumenta el tiempo gue
el canal persiste en estado® 3, En registros de
canal tnico se denomina blogueo del estado O
al gue aparece al comienzo del pulso despola-
rizante, si bien este incluye tanto el bloqueo del
estado O como el de los que preceden a la aper-
tura del canal. Si el bloqueo aparece en una es-
cala de tiempo similar a la de apertura det ca-
nal podemos ver (panel superior en la fig. 2) que
estos farmacos acortan el tiempo medio de
apertura, prolongan ef tiempo hasta fa primera
apertura del canal y que el blogueo se revierte
al aumentar la (Na],*. Si la cinstica del blo-
queo es més réapida que el tiempo de apertura
del canal podemos observar una reduccién de
la ampilitud de la corriente atribuible a la difi-
cultad para separar el artefacto capacitativo de
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lz corriente idnica. Esta dificultad, unida al cor-
to tiempo de apertura del canal (<1 ms) ha li-
mitado el andlisis de los FA que se unen al es-
tado O del canal, incluso tras reducir la
temperatura (15-17 °C) y la [Na],*. Otra alter-
nativa ha sido aislar la transicién C—Q tras eli-
minar {a-quimiotripsina, pronasa, DPI201-
106%3%) ¢ retrasar la inactivacion de la Iy,
(batracotoxin-BTX37). En estas condiciones el
canal presenta aperturas repetitivas, de larga du-
racién, que son inhibidas por los blogueadores
del estado O de forma dosis y voltajedepen-
diente.

Estos FA son mas efectivos a frecuencias ra-
pidas (taquicardias) y en tejidos hiperpolariza-
dos, pero su efectividad disminuye en tejidos
despolarizados-isquémicos en 1os que predomi-
na el estado |, Dado que el tiempo que el ca-
nal permanece abierto es similar en todos los
tejidos cardfacos y que su accién es indepen-
diente de la DPA, estos FA van a ser efectivos
tanto en arritmias supraventriculares como
ventriculares®24, Algunos FA {quinidina, diso-
piramida, procainamida, imipramina, flecaini-
da, encainida, propafenona) se unen muy len-
tamente al estadc O del canal, precisando mas
de 10 latidos para que el BFD de la |y, alcan-
ce valores establesi6182022 También se diso-
cian del canal lentamente, aumentando la 7.
desde 2-6s {quinidina, disopiramida, procai-
namida, imipramina) hasta més de 8s (flecai-
nida, encainida, propafenona)¢-22341, Lz pro-
longacién de la 7. explica: a) su efectividad
para suprimir las extrasistoles tempranas y tar-
dfas y las taquiarritmias tentas, y b) su inca-
pacidad para discriminar entre ritmo sinusal
(longitud del ciclo cardfaco =1 s) y taquicar-
dia. En presencia de FA que prolongan de for-
ma marcada la 7. el siguiente potencial de ac-
cién excitard la célula cuando un ndmero
importante de canales se encuentre en estado
ID no conductor, deprimiendc la velocidad de
conduccién intracardfaca y facilitando la apari-
cidn de arritmias por reentrada, inclusc en pa-
cientes en ritmo sinusal. Podemos, pues, con-
cluir que el riesgo de producir efectos
proarritmogénicos aumenta a medida que lo
hace la 7,1820.23,

Los FA con mayor afinidad por el estado
inactivo

Son farmacos como lidocaina, mexiletina, to-
cainida o aprindina. En preparaciones multice-
lulares y en células aisladas, utilizando la confi-
guracién de célula entera, producen un blogueo

de la |y, que aumenta progresivamente duran-
te la fase 2 del potencial de accidn cardfaco o
con la duracién del pulso despolarizante y des-
plazan la curva de inactivacién de la 1, en es-
tado estable hacia valores mas negativos, lo que
indica que producen un mayor blogueo a nive-
les despolarizados del potencial de membrana,
cuando predomina el estado’®22, En estudios
de canal Unico puede verse (panel inferior en
la fig. 2) que no modifican la latencia hasta la
primera apertura de los canales, ni el tiempo de
apertura de los mismos y que &l blogueo no se
revierte al aumentar la [Nal,. La inactivacion
del canal de Na cardiaco esta controlada a ni-
vel de la unién citoplasmaética entre los domi-
nics homaélogos Il y IV (L)%, ya que la apli-
cacion de anticuerpos policlonales contra esta
regién”3 y la supresion o la insercién de diver-
s0s aminoacidos a este nivel'24 alteran la inac-
tivacién del canal. Tras suprimir la inactivacién
rdpida con a-guimiotripsina o toxinas, o tras la
mutacion de 3 aminodcidos localizados en Ly
{IFM por QQQ), e} blogueo de la |, producido
por la lidocaina desaparece.

El blogueo de la ly, producida por estos FA
aumenta'e?®: a) en tejidos despolarizados (is-
guémicos, hiperpotasemia), ya que en estas
condiciones al final de la didstole un porcenta-
je de canales persisten en estado |, En fibras de
Purkinje la cancentracién de lidocaina necesa-
ria para inhibir la Iy, en un 50% varia entre
10 M cuando el potencial de membrana es de
—50mV (inactivacién completa de la corriente)
y mas de 0,3mM cuando el potencial se fija a
-120mV# . En el mioccardio isquémico aumen-
ta la [Kl,, disminuye ei pH celular (acidosis) y
el potencial de membrana se despolariza, por
lo que un importante ndmero de canales se des-
plaza al estado 145, Seria, pues, de esperar, que
los f&rmacos con gran afinidad por el estado |
deprimieran mas la Iy, en el miocardio isqué-
mico gue en €l sano, normaimente polarizado;
sin embargo, esta posibilidad se ve contrarres-
tada porque despolarizacion e isquemia prolon-
gan la r.; b} a frecuencias rapidas (taguicar-
dia), ya que entonces aumenta el tiempo que
el canal permanece en estado inactivo, y ¢) en
tejidos que presentan una DPA mas prolonga-
da. E} musculo ventricular y el sisterma His-
Purkinje presentan una DPA mds prolongada
que el musculo auricular, por lo que estos FA
son mas efectivos para suprimir taquiarritmias
ventriculares que taquicardias supraventricula-
res; ademas, el blogueo de Ia 1y, se potencia si
se asocian a FA que prolongan la DPA (p. gj.,
amiodaraona).

57



FARMACOLOGIA DE L0S CANALES IONICOS

TABLA 1)
METABOLITOS DE LOS FA DEL GRUPO |

Farmaco Metabolito Potencia
Quinidina 3-hidroxiguinidina 1
Procainamida N-acetilprocainamida >
Disopiramida N-desisopropildisopiramida 0,5
Lidocaina Glicinaxilidida 0.1
Amiodarona N-desetilamicdarcna i
Aprindina N-desetilapringina 1
Propafenona b-hidroxipropafenona 1,0
Encainida O-demitilencainida >

3-metoxi-O-demetilencainida > 1

Potencia: se considera gue &l nloqueo producido por el farmaco origen es 1.

Estos FA se asocian-disocian muy répido del
canal de Na (r.<0,5s; tabla I}, por lo que €l
ritmo sinusal cuando Hega e! sigu.ente potenc.al
de accién la mayoria de los canales estan en es-
tado R y dispenibles para ser activados'&2:, Por
ello, en ritmo sinusal no alteran la velocidad de
conduce.dn intrace Ciaca; sl fa deprimen e pre-
sencia ca frecuenc as cardiacas rapicas (taqui-
a-ritmias) o cuando la velecidad de conduccion
se encuertra ya deprimica ( squemia, hiperpo-
tasemia). Debido a la répida aparicién del blo-
queo este alcanza vaiores estables en menos de
5 latidos, por lo que son muy efectivos para su-
primir un aumento sabito de ta frecuencia car-
diaca (extrasistoles tempranas, aparicion de ta-
guiarritmias), pero poco efectivos frente a
taguiarritmias lentas o extrasistoles tardics'e=®,

Combinaciones de FA

El control de las arritmias cardiacas refracta-
rias exige la combinacién de 2 FA, que al unir-
se al mismo receptor podrian competir entre si
modificando su eficacia. La combinacion de FA
de cinética rapida (mexiletina, lidocaina, tocai-
nida) con otros de cinética intermedia (quinidi-
na, disopiramida) o lenta {propafenona, flecai-
nida) podria producir un mayor bloguen de la
Iy, {(sinergismo) y reducir iz incidencia de reac-
ciones adversas!®?3+643  Pgor e| contrario, la
combinacion de FA de cinética lenta e interme-
dia producird una mayor depresién de (a Iy, v
de la velocidad de conduccidn aumentando el
riesgo de efectos cardiodepresores y antiarrit-
micos 3221330 Cuando un FA de cinética len-
ta 0 termedia produce un altc gradc dz ble-
qrec, la administracién ¢2 un FA de cingtica
rapica pedriz ocuos- el canal durente a des-
polarizacién reduciendo, al menos a ciertas fre-
cuencias de estimulacién, la cantidad de ca-
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nales ccupados por el FA de cinética lenta (com-
binacion antagonista). Elle ha sido utilizado para
revertir la cardiotoxicidad de los FA con una 7.
muy prolongada.

La mayoria de los blogueadores de los cana-
les de Na se biotransforman en metabolitos ac-
tivas gue pressriar. una esfructura quimica muy
similar a la del farmaco origan, per lo que em-
bos puedzsn cempetir oor el mismo receptor €n
el canal de Na. A vecss los retakolitos pueden
producir un blogueo de la Iy, similar o0 mas po-
tente que el producido por el FA origen (tabla
). Si el blogueo es mas potente (p. gj., desi-
pramina y 5-hidraxipropafenonay), las metaboli-
tos son responsables tanto de la accion anti-
arritmica como de la depresion de la excitabili-
dady velocidad de conduccién previamente atri-
buidas al farmaco origen®5'. En generai, los
metabolitos con 1. prolongada pueden ejercer
interacciones sinergistas, mientras que los que
presentan una . corta pueden ejercer efectos
antagonistas. A veces, el metabolito exhibe pro-
piedades que no presenta en FA origen; la
N-acetilprocainamida (NAPA), metabolito de la
procainamida, no bloquea fa I, perc prolonga
la DPA253, por lo que potenciaria las acciones
de la precainamida, que presenta afinidad por
el estado ).

Puesto que la activacién precede la inactiva-
cidn del canal, serfa de esperar que entre FA
con efecto similar scbre la 7., los blogueadores
del estado O puedan prevenir lz asociacion de
aquellos que presentan una alta afinidad por el
estado?0212330, Esta asociacion tiene lugar en-
tre la lidocaina y su principal metabolito, la ghi-
cilxlid'da, que presenta una atfta afinidad por el
estedo Ay cuanco se acumula en tratamienios
crénicos puede red.cir 12 fectiv dzd clinica de
ia lidocaina®, Esta es una posible estrategia
para revertir la excesiva cardiodepresion predu-
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cida por los FA con alta afinidad por el estado .

Muchos blequeadores de la |, presentan un
punto de asimetria en su molécula y se comer-
cializan como racematos, que contienen al me-
nos dos enantidmeros, cuyas propiedades elec-
trofisiolégicas pueden ser similares o no a las
del racemato. Aun cuando ambos enantiéme-
ros bloqueen la ly,, pueden presentar diferen-
cias en la potencia y cinética con respecto al ra-
cemato. (R)-tocainida y (R)-mexiletina son mas
potentes que el enantidmero (S), siendo los res-
ponsables del blogueo de la ,18464755%; por el
contrario, no parecen existir diferencias en el gra-
do de bloque de la |y, observado con FA de ci-
nética lenta. Otras veces un enantiémero pre-
senta propiedades no relacionadas con el
blogueo de la |y, asi la (S)(+)-disopiramida in-
hibe la corriente de salida de K rectificadora tar-
dia y prolonga la DPAY?.

De todo lo anterior se deduce que el estudio
de un blogueador de la Iy, debe incluir tam-
bién la evaluacion de sus metabolitos y racema-
tos y las posibles interacciones entre los meta-
bolitos y el FA del que proceden.
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M. HurLE: Tras su exposicién, me parece que
la clasificacién de los antiarritmicos del gru-
po 1 segln su cinética o su afinidad por los
distintos estados del canal pierde todo el sen-
tido.

J. Tamarco: Absolutamente, lo que sucede es
que la comisién gue se ha reunido para ha-
cer la nueva clasificacion ha realizado un
mapa extraordinariamente complejo, porque
lo que hemos intentado es tener en cuenta to-
dos los los canales y son 11 de potasio, tres
de calcio y uno de sodio, més las bombas, y
los receptores. La clasificacién de Vaughan
Williams era una clasificacién de acciones. En
este momento no puede ser aceptada, es muy
simple, muy didéctica, muy facil de recordar,
pero absolutamente falsa.

J. MarsaL: ; Podrfa extenderse un poco més en
lo que ha dicho sobre la no utilidad de los ooci-
tos para el estudio de la expresién de estos
canales?

J. TamarGo: A lo que me refiero es que con los
oocitos aparecen diversos problemas. Prefie-
ro, si lo que se pretende es extrapolar al hom-
bre una célula de mamifero, trabajar con cé-
lulas cardfacas humanas, pero es obvio que
esto presenta problemas éticos muy importan-
tes. La alternativa serfa obtener una linea celu-
lar de mamiferos estable ya que el oocito tiene
una gran hidrofobicidad, y eso en compues-
tos con un gran ndmero de enlaces hidrofé-
bicos puede hacer que no haya una fijacién
y distribucion del fdrmaco similar a la que ca-
brfa esperar en una célula cardiaca. Ya se ha
conseguido secuenciar e insertar en una cé-
lula de mamifero un canal de potasio, pero no
un canal de sodio ya que desgraciadamente
no se consigue mantener la linea estable. Es
decir, que en estos momentos el canal de so-
dio est4 clonado, estd secuenciado, se ha in-
sertado, pero no se ha conseguido expresar
de forma estable en una célula de mamffero.

A.G. Garcia: He observado gue no incluye la di-

fenilhidantolna en el perfil que ha presenta-
do. ;Podria comentar el motivo?

J. Tamarco: En el caso de la difenilhidantoina

no la he incluido por dos motivos; en primer
lugar, porgue los americanos por mas que nos
la vendieron al comienzo de los setenta han
dejado de utilizarla hace muchos afios; la Uni-
ca indicacién en la que la utilizaban era el tra-
tamiento de las arritmias digitdlicas, pero los
resultados nunca fueron buenos, sino mas
bien regulares. La cinética de la difenilhidan-
tofha serfa entre rapida e intermedia; es de-
cir, estarfa entre mexiletina y quinidina.

J. Lerma: Usted ha mostrado que cuando su-

prime la inactivacién del canal de sodio, la li-
docaina deja de tener efecto, mi pregunta es
¢la lidocaina se une entonces al péptido de
inactivacién?

J. Tamarco: El mecanismo de accién de lidocai-

na varfa en funcién de la dosis. A concentra-
ciones que son dos o tres veces superiores a
las terapéuticas ocurre 1o que le he presenta-
do, mientras que a dosis mas altas se unirfa
a un estado que serfa el mds cercano a la
apertura-apertura. En otro trabajo que esté en
fase final de redaccién lo que se ha hecho es
modificar el triplete IFM de la inactivacién ra-
pida, y cuando esto se cambia por tres Q, lo
que se observa es que el farmaco también
pierde parte de su efectividad.

W. Buro: Me gustarfa saber por qué utiliza

despolarizaciones tan pequenas, de —40 o
—-30mV. En estas condiciones cuando la ac-
tivacién y la inactivacién son pequefas, hay
que tener cuidado especiaimente con la co-
rriente de sodio, ya que se puede entrar en
la window y tener una inactivacién parcial.

J. TamarGo: La razén es que estos experimen-

tos se realizaron para ver inactivacién rapida-
ienta empleando un rango en el cual pueden
aparecer reaperturas.
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Introduccion

Durante estos Ultimos afios hemos asistido a
una explosién de conocimiento sobre la relacién
estructura y funcién de los canales de K+. Este
avance ha resultado de la utilizacién conjunta
de técnicas de ADN recombinante con técnicas
electrofisolégicas y farmacolédgicas!. Como re-
sultado de este incremento en su nlmero, se
ha producido una gran confusién en cuanto a
la nomenclatura con la que nos referimos a los
diversos tipos de canales de K+. Esta pequefia
revisién va a estar dividida en 3 apartados: en
primer lugar, una clasificacién somera y, por tan-
to, no exhaustiva de los tipos de canales K+ co-
nocidos y de su funcién. En segundo lugar, se
expondran las acciones de alguno de los forma-
cos gue se utilizan para bloguear las corrientes
de K+ y se indagaréd en cuéles son los determi-
nantes moleculares de este bloqueo v, finalmen-
te, hablaremos sobre un grupo de formacos que
tienen un gran potencial terapéutico como son
los fArmacos capaces de abrir canales de K+.

Clasificacion de los canales de K+

Una posible clasificacién de canales de K+
viene expresada en la tabla . A partir de dicha

clasificacién podemos ampliar brevemente la in-
formacién sobre cada uno de los tipos de ca-
nales de K+ presentes en la misma.

Rectificador retrasado (Delayed retifier)

Es el canal que contribuye mayoritariamente
a la corriente de K* dependiente de voltaje en
la gran mayoria de las células??. Cuando se re-
gistran las corrientes globales en una prepara-
cién, sus caracteristicas cinéticas incluyen una
activacién sigmoidal y un cierre exponencial
cuando se termina el pulso despolarizante?,
siendo su inactivacién muy lenta durante la du-
racién del pulso. Este canal puede ser bloquea-
do mediante diversas manipulaciones farmaco-
légicas como la aplicacién de tetraetil amonio
(TEA) desde el lado interno de la membrana
plasmética. Desde este lado citopldsmico, el ca-
nal es también bloqueado por los iones Ca2* y
Ba?+. No obstante, cuando los férmacos blo-
queadores se aplican desde el exterior de la
membrana plasmatica, la situacién es algo di-
ferente, ya que {a aplicacién de TEA 0 4-amino
piridina (4-AP) sélo es capaz de producir blo-
queo en ciertas preparaciones, mientras que en
otras no o produce. Esta diversidad sugerfa la

, TABLA |
CLASIFICACION DE LOS CANALES DE POTASIO

Tipo de canal

Blogueadores especificos

Rectificador retrasado
Corriente transitoria (A)
Rectificador anémalo

Activado por Ca?*
Pequefia conductancia
Gran conductancia

Regulados por neurotransmisores
y segundos mensajeros

Citoplasmico: Ce?*, Ba**, TEA
Extracelular: TEA, 4-AP
Citoplasmico: TEA, Cs~
Extracelular: 4-AP
Citoplasmico: TEA
Extracelular: Cs*, Ba?*

Apamina
TEA, caribdotoxina
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posibilidad de que nos encontraramos frente a
una familia de canales dependientes de voltaje
en vez de frente a un Unico canal®, aspecto
este sobre el que trataremos posteriormente. Un
aspecto importante de las propiedades de un
canal iénico consiste en conocer a funcién fi-
siolégica que cumple en la célula. En el caso
de los rectificadores retrasados se han propuesto
dos funciones fundamentales para es:os cana-
les: repolarizacion durante la produccién de un
potencial de accidn y contribucién a la duracién
del periodo refractario en tejidos excitables.

Corrientes inactivantes (corrientes tipo A)

Una de las caracteristicas de este tipo de co-
rrientes consiste en que son de comienzo muy
rapido y transitoriass. La inactivacién del esta-
do estacionario de esta corriente es completa
cuando se mide al potencial de membrana de
reposo. Generalmente este tipo de corriente no
es la Unica corriente de K+ presente en las cé-
lulas, sino que estd acompanada por otros ti-
pos de corrientes de K+ como el rectificador
retrasado. La corriente iénica generada por la
activacion de este grupo de canales de K+ es
blogueada por la aplicacién, en el lado extra-
celular de la membrana plasmaética de 4-AP o
mediante la aplicacién en el lado citopldsmico
de Cs* o TEA. Las funciones fisiolégicas que se
adscriben a este canal tienen que ver, sobre
todo, con la repolarizacién del potencial de ac-
cién y la regulacién de la velocidad de disparo
de potenciales de accidn.

En general, se considera, en sentido estricto,
a estos 2 grupos de canales de K+ dentro del
grupo de los canales dependientes de voltaje.
Cuando se intentaron aislar estos dos tipos de
canales de K+, mediante técnicas de biolocgia
molecular, se observé que existia una familia de
genes que codificaban diferentes canales
de K+ dependientes de voltaje®. Existen 6 gru-
pos diferentes de genes, gue codifican los di-
versos tipos de canales de K+ dependientes de
voltaje, denominados Kvl a Kv6, aunque den-
tro de cada uno de estos grupos puede existir
maés de un gen. Aunque el grado de homologfa
entre los diversos genes es grande, las peque-
fas diferencias podrian condicionar la diferen-
te sensibilidad a los fArmacos blogqueadores.

Rectificadores andmalos (Inward rectifier)

En estos canales de K-, la conductancia se
incrementa mediante la hiperpolarizacién, per-
mitiendo la entrada de K+ en la célulaé’. La ca-
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racteristica bioffsica més importante de este ca-
na. es la rectificacién de la corriente que aparece
a potenciales préximos al potencial de ecuilibrio
para el K-. Esta corriente de K+ es bloqueada
por TEA (aplicado en el interior de la célula),
Cs+ y Baz-. Las funciones fisiolégicas atribui-
das a este tipo de canales de K+ son, entre
otras, las siguientes: generacion de actividad
marcapasos en el corazon, fertilizacién del huevo
y regulacion de la frecuencia de descarga de po-
tenciales de accion.

Canales de K+ activados por Ca®

Son canales de K+ activados por concentra-
ciones submicromolares de Ca?-. En experi-
mentos en los que se miden corrientes globa-
les, la cinética y la dependencia de estas
corrientes estdn relacionadas con la activacién
de corrientes de Ca?+ dependientes de voltaje®.
Existen dos tipos de corrientes de K+ activadas
por Ca?+, una de pequefia conductancia
(15 pS) que es sensible a apamina y que, entre
otras funciones celulares, es responsable de la
produccién de posthiperpolarizaciones® y, por
otro lado, una corriente de gran conductancia
(150-250 pS) aue se bloguea por bajas concen-
trzciones de TEA y caribdotoxina y que contri-
buye a poner fin a la entrada de Ca?+ durante
ur potencial de accién y a la repolarizacién del
potencial de accidén® !, Ambos tipos de co-
rriente se encuentran ampliamente distribuidos
en células excitables y secretoras.

Canales regulados por segundos mensajeros

Existe un grupo, cada vez mas numeroso, de
canales de K+ regulados por segundos mensa-
jeros. Entre este grupo se encuentran, entre
otros, canales que son inactivados por meca-
nismos de fosforilacién accplados a la activacion
de un receptor de serotonina como la corriente
S presente en neurcnas de Aplysial? y canales
de K- que son activados directamente por pro-
teinas G, En este grupo de canales estd in-
cluido ofro tipo de canal de K+ que es el regu-
lado por ATP, que desempefia un papet
fundamental en la secrecién de insulina en cé-
lulas 8 pancreaticas.

Bases moleculares de la accion
de los bloqueadores de canales de K+
dependientes de voltaje

Hemos visto en el apartado anterior que los
canales de K- dependientes de voltaje son
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sensibles al blogueo por determinados com-
puestos. Actuando desde el exterior de la célu-
la existen dos tipos de compuestos que pueden
interaccionar con el canal de K+: compuestos
organicos, con carga positiva, entre los que los
mas comunes son TEA, 4-AP y guinidina y, por
otra parte, toxinas como la caribdotoxina. To-
mando como ejemplo el bloqueo que la admi-
nistracién de TEA desde el exterior de la célula
gjerce sobre las corrientes de K+ vamos a in-
tentar comprender cuéles son los determinan-
tes moleculares que condicionan dicha union
del blogueador al canal.

Los estudios sobre la estructura, derivada de
la secuencia, de los canales de K+ dependien-
tes de voltaje se han realizado, mediante muta-
génesis dirigida, en canales de K+ Shaker®. Di-
chos estudios han indicado la existencia de una
regién, denominada H5, que esta formada por
19 aminoéacides y gue parece formar el poro del
canal's. En esta regidn del canal, los aminoéaci-
dos se numeran siempre del 1 al 19 para resal-
tar que esta regidn se conserva y aparece, aun-
que no siempre en la misma paosicion en la
secuencia, en todos los tipos de canales de K+
dependientes de voltaje clonados hasta hoy. Se
ha cbservado que, en la familia de canales de
K+ dependientes de voltaje RCK, que estén re-
lacionados con Shaker, existe una diferente sen-
sibilidad al bloqueo por TEA, siendo mas sensi-
bles RCK1 y RCK2 que RCK4 y RCKb5. La
sustitucién de la treonina que ocupa la posicién
19 de la regién H5 en RCK2 por una lisina hace
que ese canal pierda totalmente su sensibilidad
a TEAY. En cambio, el cambio de la lisina, en
posicién 19 por cualguier aminoacido no car-
gado, vuelve al canal RCK4 muy sensible a TEA.
Estos experimentos, junto con otros que sugie-
ren gue la incorporacién de un aminoécido car-
gado en posicién 1 disminuye la sensibilidad a
TEA hacen suponer que los aminoacidos 1y 19
forman parte del sitio de unién de TEA a los ca-
nales de K+ dependientes de voltaje.

Farmacos que activan canales de K+

Los f&rmacos que son capaces de abrir los
canales de K+ constituyen un grupo heterogé-
neg en cuanto a su estructura quimica como
puede verse en la tabla Il. No obstante esta di-
versidad de estructura, todos estos formacos ac-
than, inicialmente, abriendo canales de K+ re-
gulados por ATPE,

Existen tres hechos importantes sobre la ac-
cién farmacolégica de estos compuestos: pro-
ducen una hiperpolarizacién de la célula, en

TABLA I
ESTRUCTLRA CUIMICA DE LOS DIVERSOS
FARMACOS ACTIVADORES
DE LOS CANALES DE POTASIO

Grupo quimico Férmaco
Benzopirano Lemakalim
Tiourea/guanidina Pinacidilo
Piridina Nicorandilo
Pirimidina Minox'dilo
Benzotiadiazina Diazoxido
Tioformamida RP 52891
Dihidropiridinas Niguidipino

otras palabras, el potencial de membrana se
desplaza hacia el potencial de equilibrio para
el K+, con lo que se hace mas negativo. En se-
gundo lugar, su accién farmacoldgica se bloguea
en presencia de elevadas concentraciones de
K+ extracelular y, en tercer lugar, sus acciones
son blogueadas por sulfonilureas® lo que, jun-
to al desplazamiento por sulfonilureas de la fi-
jacidn de estos compuestos a membranas de
musculo liso?°, apoya fuertemente la idea
de que su lugar de accién es el canal de K+
activado por ATP. No obstante, han comenza-
do a disefarse algunos farmacos? de este gru-
po capaces de actuar selectivamente sobre ca-
nales de K+ activados por Ca?+.

Las indicaciones terapéuticas de los fArmacos
que son capaces de abrir canales de K+ po-
drfan incluir la hipertension arterial, el asma
bronquial, 1a claudicacién intermitente vy la is-
quemia miocardica.

Las bases terapéuticas de su accién en el
asma vendrian determinadas, en primer lugar,
por su accion hiperpolarizante sobre la fibra
muscular lisa, lo que impediria que se abrieran
canales de Ca?- dependientes de voltaje y, de
esta forma, entrara Ca?+ al interior de la célula
y se produjera la contraccién de la célula mus-
cular lisa?. Pero cada vez existen mas eviden-
cias gue sugieren que estos compuestos podrian
interferir con la produccion de IP3 en respues-
ta a diversos agonistas®,

Una de sus indicaciones terapéuticas més
prometedoras podria ser en la enfermedad is-
guémica miocardica. Estos compuestos, a do-
sis bajas, son capaces de disminuir el tamafio
del infarto en perros con oclusion de la corona-
ria anterior?*. No obstante, las acciones eléctri-
cas de los fdrmacos que abren canales de K+
consisten fundamentalmente en, por una par-
te, acortar la duracién del potencial de accién
cardfacoy, por otra, aumentar la concentracién
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de K+ extracelular que despolzrizaria la zona
isquémica y asl produciria un descenso en la
contractilidad miocérdica®, Este descenso en
la contractilidad disminuirfa el consumo de oxf-
geno y disminuiria el dafo isquémico.
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E. peL Pozo: En relacién con las posibles apli-
caciones terapéuticas de los agentes que
abren canales de potasio, hemos observado
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que la cromakalina, un agonista del canal de
potasio, potencia de forma dosisdependiente
el efecto analgésico de diferentes agonistas
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mu, en concreto de morfina, buprenorfina y
metadona, asi como la clonidina; este efecto
es inhibido también de forma dosisdependien-
te por sulfonilureas. Por otro lado, también
comprobamos que inhibia la actividad epilep-
togénica del pentilentetrazol, y en este senti-
do estos agentes podrian tener utilidad. Qui-
siera también referirme a la posible influencia
del tejido sobre el efecto de los agonistas del
canal de potasio en el sentido de que parece
que en musculo liso, cromakalina y pinacidi-
lo actlian también en canales de potasio cal-
clodependientes, mientras que en ofro tipo de
preparaciones como en musculo esquelético,
miisculo cardiace o células pancreaticas el
efecto es més especifico sobre canales de po-
tasio ATP dependientes. ;Podria aclarar es-
tas diferencias?

V. CeRa: Uno de los aspectos a los que no me
he referido en la charla es la supuesta selec-
tividad de estos farmacos, y esta selectividad
no se refiere tan sélo a su efecto sobre cana-
les de potasio. Por ejemplo, estos fArmacos
pueden inhibir la entrada de calcio en mds-
culo liso por un mecanismo hiperpolarizante,
ya que al hiperpolarizar |la polaridad de aper-
tura del canal de calcio voltajedependiente
disminuye y, por tanto, se van a abrir menos
canales de calcio. Pero aparte de eso hay otro
efecto interesante que consiste en que estos
compuestos son también capaces de inhibir
las contracciones inducidas por agonistas, y
cuando se inhiben contracciones inducidas
por agonistas que estdn mediadas probable-
mente por liberacién de calcio del reticulo en-
doplasmico a través de la generacién de I1P3
hay que pensar que juntc a esta accién en la
membrana existen otras acciones intracelula-
res. Se ha descrito que en céluias de muscu-
lo liso alguno de estos compuestos son capa-
ces de inhibir la sintesis de IP3 en respuesta
a un agonista, lo cual es otro mecanismo de
accién que puede contribuir a esa accidén va-
sodilatadora y que no tiene nada que ver con
sU accién sobre canales i6nicos en la mem-
brana.

. SaLa: ;Cudl es el mecanismo fntimo por el
que actlan estos abridores scbre los distin-
tos canales de potasio?

V. CeRa; Parece ser que su mecanismo de ac-
cién consiste a nivel de competicién con el si-
tio de fijacién de ATP al canal. No una com-
peticién directa, sino que de alguna forma
modulan la sensibilidad de! canal al ATP.
J. Lorez Barneo: Entonces sugiero que se les
llame agonistas del canal sensible de ATP, ya

que el término «abridores de canales de po-
tasio» es confuso puesto que induce a pen-
sar en los canales de potasio clésicos voltaje-
dependientes. Me interesaria saber cdmo estd
el estado actual de la farmacologia de los ago-
nistas ¢ abridores de canales de potasio, pero
no centrada en los canales regulados por ATP
sino mas en general. Usted se ha referido an-
tes a los canales de potasio regulados por
calcio.

V. Cefa: Desconozco si existen fArmacos que

especificamente sean capaces de abrir cana-
les de potasio voltajedependientes. De hecho,
el nombre de estos farmacos debe atribuirse
histéricamente a que fueron los primeros com-
puestos en los cuales se demostrd una accién
directa de capacidad de abrir un tipo de ca-
nal de potasio, e inicialmente se consideraron
muy selectivas para el canal de potasiodepen-
diente de ATP. Actualmente con estudios de
modificaciones guimicas de la molécula se
han obtenido algunos compuestos capaces de
abrir selectivamente canales de potasio acti-
vados por calcio. La cuestion que subyace en
esto es ;hasta qué punto estas son molécu-
las absolutamente selectivas para abrir un tipo
de canales y no tienen otras acciones? De he-
cho muchos de estos compuestos que origi-
nalmente se consideraron f4rmacos que eran
capaces de abrir selectivamente el canal de
potasiodependiente de ATP tienen ctras ac-
ciones intracelulares.

J. Tamarco: Los que trabajamos en vasos con

este tipo de farmacos hemos tenido la opor-
tunidad de demastrar que madifican la libe-
racién de calcio desde €l reticulo sarcoplds-
mico en preparaciones incubadas en O calcio,
y que son capaces de inhibir la entrada de cal-
cio inducida por noradrenalina en preparacio-
nes tratadas con 10° mol de DB0O0. Esto im-
plica necesariamente que tiene que ser la
entrada de calcio inducida por noradrenalina,
no sensible a bloqueadores de canales de cal-
cio voltajedependientes, es decir, la entrada
de calcio a través de canales dependientes de
receptor o inducida por noradrenalina. Ade-
mads, tanto la disminucién de IP; como la dis-
minucién de la liberacién de calcio desde el
retlculo sarcoplasmatico parece ser siempre
un fendémeno voltajedependiente, al menos en
el musculo esquelético, ya que al hiperpolari-
zar la membrana disminuye la posibilidad de
liberacién de calcio.

A.G. Garcia: Me ha llamado la atencién el co-

mentario de la Dra. del Pozo sobre el efecto
analgésico de alguno de estos farmacos acti-
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vadores de canales de potasio sensibles a
ATP, y ello porgue se oponen a la entrada de
calcio por inactivarse los canales de calcio me-
diante la hiperpolarizacién que producen
como antes comentaba el Dr. Cefa. Si como
se ha demostrade, los cealcicantagonistas
muestran un efecto sinérgico con los opioides
en cuanto a analgesia, ;no es incongruente
que los activadores de canales de potasio, que
bloguean indirectamente la entrada de calcio,
tengan efecto analgésico?

E. ceL Pozo: Los activadores de canales de po-
tasio bloquean la entrada de calcio indirec-
tamente. Existen datos electrofisiclogicos que
indican que los agonistas kappa bloguean di-
rectamente canales de calcio y en la analge-
sia inducida por estos agentes los agonistas
y las antagonistas de los canales de potasio
ATP-dependientes no tienen ningun efecto. O
sea, que se puede discriminar la interaccién
de los agonistas-antagonistas del canal de po-
tasio con los diferentes opidceos, segln que
éstos ejerzan su accidn directamente a través
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de un canal de potasio o bien la ejerzan di-
rectamente a través de un canal de calcio.

A.G. Garcia: Teniendo en cuenta lo dicho has-
ta ahora ;no seria interesante disponer de una
molécula hibrida? Es decir, una molécula en
la gue se pudieran conjugar algunas propie-
dades que contrarrestaran los efectos no de-
seables de estos fArmacos, concretamente un
bloqueador beta que a su vez produjera una
activacién de canales de potasio podria resol-
ver muchos problemas. ;Les parece factible
el disefio de un farmaco hibrido de estas ca-
racteristicas?

C. SunkkL: Si, esta es la tendencia en la actua-
lidad. Se intenta disefar farmacos con una ac-
tividac dual para conseguir dos efectos, o un
efecto que antagonice algln otro efecto no de-
seado.

V. CENA: En este contexto, existe un farmaco,
nivuldipino, gue claramente es un derivado ce
dihidropiridina y es también un antagonista del
calcio.
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Introduccion

Todas las células, y en especial las del siste-
ma nervioso, se comunican entre sf, utilizando
para ello un lenguaje de naturaleza quimica o
eléctrica. La informacién recibida es procesa-
da mediante un complejo sistema de mensaje-
ros intracelulares que van a traducir la senal re-
cibida en un lenguaje comprensible para su
maguinaria metabdlica. El catidén calicio (Ca?+)
as uno de los mensajeras mds ubicucs y con
mayor participacién en procesos de regulacion
celular. Existen diferentes mecanismos regula-
dores (bomba de Ca?*, secuestro en organelas
intracelulares, protelnas fijadoras de calcio) que
permiten mantener el Ca2+ citosélico en valores
extremadamente bajos (alrededor de 100 nM),
mientras que la concentracidn que este catidn
alcanza en el medio extracelular es de unas
25.000 veces superior. A esto hay que afiadir
el hecho de que el ambiente eléctrico negativo
existente a nivel intracelular va a generar un gra-
diente eléctrico que también favorecerd la en-
trada de este catién en la célula.

Ante esta situacién, es factible que muchos
estimulos sean responsables de generar una se-
fial consistente en la elevacién de la concentra-
cioén citosblica de Ca?+, [Ca?*], que regula y
controla otros tantos procesos celulares que van
desde la fecundacién del oocito por el esper-
matozoide hasta el desarrollo del embridn, des-
de la contraccién del corazén hasta la de los
musculos liso y estriado, desde la coagulacion
de la sangre hasta la regulacién de la excitabili-
dad neuronal, desde el transporte axoplasmico
hasta el envejecimiento y muerte neuronal, des-
de la secrecidon de hormonas hasta la libera-
cién de neurotransmisores en el sistema nervio-
so central y periférico.

Estas elevaciones de los valores citosdlicos de
Ca?+ pueden producirse tanto por la liberacién
del cation desde diferentes organelas intracelu-
lares como por su entrada desde el exterior ce-
lular a través de diferentes canales idnicos. En-
tre estos dltimos podemos distinguir aquellos

acoplados a receptores y aquellos que se abren
en respuesta a la despofarizacién de la mem-
prana (canales de calcio voltajedependientes),
y que serdn objeto de discusién del presente tra-
bajo.

Canales de calcio voltajedependientes

El estudio y caracterizacién de las diferentes
vias de entrada de Ca?* hacia el interior celu-
lar va a resultar importante por varias razones:
por un lado, para conocer la importancia del
Ca?* como mensajero intracelular capaz de
disparar funciones tan diferentes, no sélo en di-
ferentes células sino tambign en una misma cé-
jula; por otro lado, el conocimiento de estas di-
ferentes vias puede favorecer el desarrollo de
nuevos farmacos que interfieran selectivamen-
te con estas vias y que puedan tener un poten-
cial terapéutico (p. €., en enfermedades cardio-
vasculares y del sistema nervioso, muerte
neuronal).

Para la identificacién y caracterizacién de los
canales de Ca?* dependientes de voltaje
(CCDV) se han empleado diferentes aproxima-
ciones metodolégicas, entre las que podemos
destacar los estudios de fijacién de radioligan-
dos!, estudios de captacién de cationes diva-
lentes marcados radiactivamente?, estudios
con sondas fluorescentes sensibles a Ca?+,
particularmente fura-23, estudios funcionales?® o
estudios de biologla molecular®. Entre todas es-
tas metodologias, lo que ha supuesto los mayc-
res avances en la identificacién y caracterizacion
de los CCDV ha sido el desarrollo de las técni-
cas de fijacién de voltaje en parches de
membrana® (patch-clamp)), junto al aislamien-
to y purificacién de potentes toxinas’ con selec-
tividad para los diferentes subtipos de canales
de Caz+.

Los canales idnicos dependientes de voltaje
constituyen una familia de estructuras proteicas
constituyentes de las membranas celulares, for-
madas por varias subunidades transmermbrana.
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TABLA |. CLASIFICACION DE CANALES DE CALCIO VOLTAJEDEPENDIENTES

Tipo de canal /ll/g:/{fé ecrgi Conductancia fg::;%{caigi Farmacologia
Canales de bajo umbral
de activacion (LVA)
T >-60 mV 6-9 pS 7=5-10 ms Ni2-
Voitajedependiente  Amilorida
Canales de
alto umbral
de activacion
(HVA)
L >-50 mV 18-28 pS 7> 200 ms Co?*, Mn?+, Cd*-
Calciodependiente Dihidropiridinas
N >-b60 mV 7-14 pS 7=00 ms Co?*, Mn?*, Cd*'
Calciodependiante w-cenatoxira GVIA
w-cenctoxira MVIHA
w-conctoxira MVIC
w-conotexina MVIID
P >-45 mV 9,14,19 ps 7=13s Co? , Mn?", Cd?-
FTX, sFTX
w-agatoxina IVA
w-conotoxina MV:IC
Q w-conotoxina MVIC

w-conotoxina MVIID

Entre estas cabe destacar la subunidad «; que
forma el poro idnico y que va a ser la responsa-
ble de la permeabilidad al Ca?+ y de los meca-
nismos que regulan la apertura del canal. En
esta subunidad se encuentran los sitios de unién
para los diferentes antagonistas. La presencia
de las otras subunidades (s, 8, ¥ y 8) es tam-
bién critica pues estas contribuyen a la funcic-
nalidad del canal. Hasta el momento se han
identificado hasta 6 subunidades o, (A, B, C,
D, E, S) y varias «; y 8, con lo que la posibili-
dad de comkinacionss justifica la diversidad de
canales de Ca2+ descritos en verios ‘ejidcs.

Dejando un poco el margen toda esta nueva
informacion que emerge de estudios de biclo-
gia molecuiar, nos centraremos en los avances
obtenidas en los dltimos aflos gracias a los es-
tudios electrofisiolégicos desarroliados tanto en
la célula entera como en el canal Unico. Se han
identificado y clasificado al menos cuatro sub-
tipos (T, L, N y P) de canales de Ca2+ voltaje-
dependientes en funcién de sus propiedades
bioflsicas y farmacolégicas.

Las primeras clasificaciones realizadas®! dis-
tinguieron dos grandes subgrupos en funcién del
rango de voltaje en el que se produce su acti-
vacién (tabla I). Asl, se denominan canales de
bajo umbral de activacién (LVA) aquellos gue se
activan por voltajes por encima de -50mV. Son
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canales que se pueden abrir en respuesta a pe-
guefias despolarizaciones desde potenciales de
membrana bastante negativos. Por otre lado, se
consideran canales de alto umbral de activacion
(HVA) aguellos cuya activacién se produce por
voltajes superiores (=30 a —20mV). Otras ca-
racteristicas biofisicas y farmacolégicas nos van
a permitir definir los diferentes subtipos de ca-
nales dentro de estos dos grandes subgrupos.

Canales de bajo umbral de activacion (LVA)

Dentro de este sLbgrupo tan solo se ha iden-
tificedo un subtipo ce canal, denominado T (de
fransient). Este canal, descrito por primera vez
por Carbone y Luxg, recibe su nombre por sus
caracterfsticas cinéticas, al tratarse de un canal
con una rapida inactivacién. Se caracteriza tam-
bién, como ya hemos comentado, per un bajo
umbral de activacién (~50 a =30 mV), una con-
ductancia unitaria de 8pS {en presencia de
110mM Ba?+), una permeabilidad similar a
Ba?+ y Ca?* y su inactivacidn cuando se man-
tiene el potencial de membrana de la célula en
50 mv.

Farmacolégicamente, los canales tipo T se ca-
racterizan principalmente por su insensibilidad
a farmacos de tipo 1,4-dihidropiridinas (DHP)
come nifedipino y Bay K 8644, y una menor




CIVERSIDAD DE CANA_ES DE CALCIO VOLTAJECEPEND.ENTES

sensibilidad al blogueo por el catién inorganico
Cd?+ que al Ni#+. Se han descrito aigunos com-
puestos orgdnicos que pueden bloguear espe-
cificamente este subtipo de canal. Entre estos
cabe destacar el [-octanol y la amilorida.

Los canales T han sido identificados en una
gran variedad de células, incluyendo tanto neu-
ronas centrales como periféricas, células mus-
culares cardfacas, esqueléticas y musculares li-
sas, fibroblastos, osteoblastos, cocitos y algunas
células secretoras, En tejidos excitables, la pre-
sencia de este subtipo de canal se relaciona con
una actividad ritmica de tipo marcapasos,

Canales de alto umbral de activacion (HVA)

Si bien inicialmente las caracteristicas elec-
trofisiotégicas {(conductancia unitaria del canal,
cinéticas de activacién e inactivacién) constitu-
yeron los principales argumentos para la clasi-
ficacién de los diferentes subiipos de canales
de calcio, en los dltimos anos la eyuda de he-
rramientas farmacolégicas ha garado importar-
cia en la identificacion y caracterizacion de los
diversos subtipos de canales de Ca?+ HVA.
Hasta el momento, existen tres subtipos clara-
mente identificados (denominados L, N y P)i31
y recientemente se han comenzado a identifi-
car y caracterizar otros dos subtipos (denomi-
nados Q y R)&.Y,

En general, los canales de Ca2- HVA se ca-
racterizan por su activacién por mayores des-
polarizaciones (30 a —20mV), su mayor per-
meabilidad al Baz+ que al Ca?+ y su mayor
sensibilidad al bloquec por Cd?+ que por Ni2+.
Las variaciones en sus cinéticas de activacién
e inactivacién, as/ como su diferente farmaco-
logfa, constituyen las bases para la identifica-
cién y caracterizacion de los diferentes subtipos
existentes.

Los canales de Ca?+ del subtipo L se carac-
terizan por mostrar una lenta inactivacién
{Tinec > D00 Ms}), siendo ademds menos sensi-
bles al mantenimiento de un potencial de mem-
brana ligeramente despolarizado. Su conductan-
Cia unitaria estd en el rango de 18-25pS.
Farmacoldgicamente se caracteriza por su alta
sensibilidad a DHP, tanto agonistas (Bay K 8644}
como antagonistas (nifediping, nitrendipino, fur-
nidipino), por lo que también son conocidos
como canales sensibles a DHP. Particularmente
caracteristica es el efecto de las DHP agonistas,
caracterizado por una proiongacién del tiempo
medio de apertura de estos canales, facilmen-
te identificable en estudios de canal Unico y que
se traduce en una prolongacién de las corrien-

tes de cola {en estudios en céiula entera) por
enientecer ia daesactivacidn de los canafes.

Los canales de Ca?* tipo L se encuentran
précticamente en casi todas las células excita-
bles y en muchos tipos de células no excitables.
Constituyen la principal via de entrada de Ca2+
en el mdsculo cardiaco y musculo liso, y contri-
buyen al control de la liberacidn de hormonas
y neurotransmisores en diferentes preparacio-
nes endocrinas y neuronales.

Los canales del subtipo N pueden distinguir-
se de los L por su cinética de inactivacion, ya
que estos presentan una inactivacién lenta
(7inae D0-80 M3}, aunque més rdpida que la des-
crita para los canales tipo L. Otras caracterfsti-
cas biofisicas que los diferencian de los cana-
les de Ca?+ tipo L son mayor sensibilidad a
potenciales de membrana ligeramente despo-
larizados y su conductancia unitaria, que es algo
menor (13pS). A pesar de estos criterios biofi-
sicos difererciales, en algunas preparaciones
puede observarss la existancia de un cempe-
nente N no inactvarte, por o que en gene-
ral se considera que la separacidr de los subti-
pos de canales basada simplemente er. criter os
cinéticos puede conducir a conclusiones erré-
neas. Esto ha favorecido la busqueda y de-
sarrollo de herramientas farmacoldgicas que
permitan una mejor caracterizacién. Farmaco-
l6gicamente los canales de Ca?* tipo N se ca-
racterizan por su insensibilided a DHP y por blo-
quearse eficazmente, de forma irreversible, por
la toxina w-conotoxina GVIA (CTx-GVIA)7 218
Aungue algunos autores han encontrado un cier-
to bloquec de canales tipo L por esta toxina,
existe un amplio consenso en considerar a esta
toxina como selectiva para los canales del sub-
tipo N. Los canales tipo N predominan en neu-
ronas simpaticas y sensoriales, encontrandose
también en proporciones variables en diferen-
tes tejides endocrinos. No parecen estar presen-
tes en células musculares. Funcionalmente pa-
recen estar implicados en el control de la
transmisidn sindptica en neuronas periféricas y
en la regulacién de (a (iberacién hormonal en
células neuroendocrinas.

La reciente identificacién y caracterizacién de
nuevos subtipos de canales de Ca?+ ha sido
posible gracias al aislamiento, purificacién y sin-
tesis de nuevas y potentes toxinas capaces de
bleguear selectivamente cempenentes de las
corrientes globales de Ca?- que se habian
mostrado resistentes al bloquec por DHP y CTx-
GVIA. En este sentido, en 1989, Llinds et al®
encontraron gue la toxina contenida en el ve-
neno de la arafia Agelenopsfs aperta (FTX) era
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capaz de bloquear las corrientes de Ca®* resis-
tentes a DHP y CTx-GVIA en neuronas de Pur-
kinje, 1o que les indujo a describir la existencia
de un nuevo subtipo de canal de Ca?+ HVA
gue denominaron P (por «Purkinje»). La posta-
rior purificacién de este venenoc llevé a la iden-
tificacién de varias subfracciones. Una de es-
tas fracciones, las poliaminas (entre las que se
encuentra la FTX y su derivado sintético sFTX)
se mostraron como potentes blogueadores de
tos canales de Ca?+ tipe P, pero también pare-
cfan bloguear otras corrientes idnicas®. Otra
de las fraccianes purificadas, las w-agatoxi-
nas®, parecen bloguear potentemente varios
subtipos de canales de Ca?-, siendo la w-
agatoxina (VA (Aga-IVA)®?? un bloqueador se-
lectivo para los canales de tipo P Actualmente
se utiliza la Aga-IVA como herramienta farma-
colégica para caracterizar la presencia de esta
subpoblacién de canales en un tipo celular. El
bloqueo de canales tipo P por Aga-IVA se pue-
de observar con concentraciones bajas
(10=100nM) v se caracteriza por ser practica-
mente irreversible tras el lavado de la toxina,
aunque puede ser revertido con la aplicacion de
trenes de pulsos despolarizantes'®?2, Lcs cana-
les tipo P se encuentran ampliamente expresa-
dos en neuronas de Purkinje y también pare-
cen coexistir en otras preparaciones como en
neuronas de hipocampo y en células cromafi-
nes bovinas!®2#2,

Se ha aislado recientemente otro nuevo gru-
po de toxinas, purificadas y sintetizadas a par-
tir del caracol marino Conus magus®#. Se han
denominado w-conotoxinas MVII y parecen blo-
quear selectivamente diferentes subtipos de ca-
nales de Ca?* en neuronas. Entre estas, la -
congtoxina MVIIA parece bloquear los canales
de Ca’* tipo N, pero a diferencia de la CTx-
GVIA, lo hace de forma reversible. Mediante téc-
nicas de biclogia molecular se ha conseguido
sintetizar la toxina w-conotoxina MVIIC (CTx-
MVIIC) %, que parece blocuear tanto canales
tipo N como canales tipe P en diferentes pre-
paraciones neurcnales, pero que ha servido para
identificar la presencia de un nuevo subtipo de
canal HVA que ha recibido diferentes denomi-
naciones. A partir de estudios de fijacion de to-
xinas marcadas radiactivamente se ha suger-
do la existencia de un canat «O» correspondiente
a la existencia de un sitio de fijacién de alta afi-
nidad especffico para la CTx-MVIIC?, Funcic-
nalmente, se ha caracterizado {a axistencia de
un subtipo de canal de Ca?* insensible al blo-
queo par DHP, CTx-GVIA y Aga-IVA, que puede
ser blogueado por esta nueva toxina CTx-MVIIC,
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y que ha sido denominado «canal Qu»'&17.29,
Este nuevo subtipo de canal se ha identificado
en neuronas de hipocampo, donde parece me-
diar en la transmisién sindptica junto a los ca-
nales tipo NV,

Finamente, en algunas preparaciones neuro-
nales se ha observado la existencia de un com-
ponente residual de las corrientes globales de
Ca?+ tras el tratamiento con todcs estos blo-
queadores por lo que se especula con la exis-
tencia de un quinte subtipo de canal de Ca?*.
Este nuevo subtipo de canal HVA de rdpida inac-
tivacién y caracterizado farmacoldgicamente por
su insensibilidad al bloquec por DHP, CTx-GVIA,
Aga-IVA y CTx-MVIIC y por su sensibilidad al blo-
queo por Nizr, ha sido denominado R% aun-
que en la actualidad, su identificacién y carac-
terizacion es controvertida.

Finalmente, cabria destacar el hecho de que
esta clasificacion funcional de canales de Ca?*
no se corresponde con exactitud a las nuevas
clasificaciones que emergen a partir de estudios
de biologia molecular. Como ya hemos co-
mentado anteriormente, la identificacion de di-
ferentes subunidades «;, «; y 8 vy fas diferen-
tes posibilidades de combinacién de estas
subunidades pueden originar subtipos de ca-
nales de Ca?+ en experimentos de reconstitu-
cién que no se corresponden con este clasifi-
cacién funcional.

Subtipos de canales de calcio
en la célula cromafin

Los datos obtenidos durante los Ultimos afios
por varios grupos investigadores utilizando di-
ferentes técnicas, gue incluyen estudios de se-
crecién de catecolaminas, trasiegos de isétopos
radiactivos, monitorizacion de las concentracio-
nes citoplasmaticas de Ca?* libre y registros di-
rectos de corrientes idnicas sugieren la existen-
cia de varios subtipos de canales de Ca?
voltajedependientes en la membrana de las cé-
lulas cromafines que, ademéas, estan acoplados
de manera diferente al proceso secretor de ca-
tecolaminas.

Madiante la combinacién de técnicas electro-
fisiolégicas con herramientas farmacolégicas
(farmacos y toxinas), hemos estudiade la pre-
sencia de diferentes subtipos de canales de
Ca?+ voltajedependientes en células cromafines
de tres especies diferentes: rata, gato y terne-
ra. La seleccion de estas tres especies se hizo
segln la distinta sensibilidad del proceso secre-
tor de catecolaminas frente a diferentes bloquea-
dores de canales de Ca?+.
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En las células cromafines bovinas, la existen-
cia de mds de un subtipo de canales de Ca?+
ya fue sugerida en la década de los ochenta,
gracias a experimentos en los que se mostraba
que el derivado de 1,4-dihidropiridinas (DHP)
nitrendipino bloqueaba la secrecién de [3H]-
noradrenalina en células cromafines bovinas
estimuladas con nicotina o con [K+] eleva-
das®, Ademas, el Bay K 8644, otro derivado
DHP potencia la captacion de %Ca?+ en célu-
las cromafines, asf como la secrecién de cate-
colaminas®®, Posteriormente, mediante expe-
rimentos de fijacién de radioligandos se
demostré que la membrana plasmaética de la cé-
lula cromafin contiene, ademéas de sitios de
unién para [3H]-nitrendipino3*3 y [3H]-isra-
dipino®, otros sitios que reconocen la [*5]]-w-
conotoxina GVIA®, Ademés, tanto nitrendipino
como CTx-GVIA bloquean parcialmente la cap-
tacién de #Ca?+ en células cromafines bovinas
despolarizadas con K+3,

Estas dos observaciones sugirieron gue la cé-
lula cromafin bovina pudiera expresar mas de
un subtipo de canal de Ca?+; al menos el L
(sensible a DHP) y el N (sensible a CTx-GVIA).
Esta heterogeneidad de canales de Ca?+ se co-
rrobord en 1991 con la aparicién de 4 publica-
ciones. Los articulos en cuestién comunicaban
el hallazgo de dos**¥ ¢ tres® subtipos de ca-
nales de Ca?+ en células cromafines bovinas,
mediante registros con técnicas de patch-clamp
de las corrientes globales o corrientes micros-
cépicas que fluyen a través de dichos canales.
Un subtipo de esos canales era sensible a DHP,
pero otros no. Posteriormente, €l uso de toxinas
permitié disecar un componente sensible a CTx-
GVIA232439.40  corroborando nuestros experi-
mentos funcionales y de unién de radioligan-
dos® y apuntalando nuestra hipdtesis inicial de
la existencia de canales Ly N en la célula cro-
mafin bovina. Pero un hecho a destacar es que
en todos estos estudios se describia la presen-
cia de un importante componente o bloqueado
por la combinaciéon de DHP y CTx-GVIA. La re-
ciente disponibilidad de toxinas que bloguean
especificamente los canales de Ca?+ del subti-
po P nos permitié investigar si este nuevo sub-
tipo de canal de Ca?* estarfa presente en la
membrana de las células cromafines bovinas.
Los resultados obtenidos utilizando sFTX? y
Aga-IVA?* sugieren la presencia de un impor-
tante componente con un comportamiento far-
macolégico que remeda al canal P descrito
primero por Llings et al'® en las neuronas ce-
rebelosas de Purkinje. En los dltimos meses, la
utilizacién de otra toxina, la w-conotoxina MVIIC

(CTX-MVIIC) nos ha permitido aislar lo que po-
drfa ser un cuarto subtipo de canal de Ca?* en
esa célula, que bien pudiera corresponder al
que se ha dado en llamar 0% o Qi6V,

En células cromafines de gato se realizaron
experimentos similares. E! interés de esta espe-
cie es grande va que desde 1984 sablamos que
el proceso secretor de catecolaminas parecia
controlarse exclusivamente por un canal de
Ca?+ tipo L, ya que la secrecién se bloquea
completamente por DHP¥4.42, | os registros de
las corrientes globales de Ba2+ a través de los
canales de Ca?+ mostraron una alta sensibili-
dad al bloqueo por DHP (tanto nisoldipino como
furnidipino bloguearon un 45%), pero es de des-
tacar la presencia de un importante componente
(45%) sensible a CTx-GVIA*. Incluso en pre-
sencia de DHP, CTx-GVIA no es posible obtener
un bloqueo completo de las corrientes globa-
les de Ba?*, lo que podria sugerir la coexisten-
cia de una pequefa poblacién de canales del
subtipo P, lo que parece confirmado por el he-
cho de que la Aga-IVA, a concentraciones de 50-
200 nM, es capaz de inducir un pegueiio, aun-
que significativo, bloqueo de estas corrientes.

Finalmente, este tipo de estudios ha sido tam-
bién repetido en células cromafines aisladas a
partir de médula adrenal de rata. El proceso se-
cretor de catecolaminas en esta especie es mo-
dulado de forma clara por formacos DHP si bien
se ha observado un pequefio componente re-
sistente a estos fArmacos*. Al estudiar las co-
rrientes globales de Ba?+ a través de canales
de Ca?+ se ha observado que, al igual que en
bovinos y en gato, sélo se observa a existencia
de canales de alto umbral (HVA) en estas cé-
lulas. En cuanto a su sensibilidad farmacolégica,
se pudo observar la existencia de un compo-
nente mayoritario modulado por DHP tanto
agonistas como antagonistas, pero también se
constaté la presencia de componentes sensibles
a CTx-GVIA (31%) y Aga-IVA (15%)%.

A modo de resumen, ha podido comprobar-
se la presencia de al menos tres subtipos de ca-
nales de Ca?* mediante la combinacién de téc-
nicas electrofisiolégicas y las herramientas
farmacolégicas disponibles actualmente, Estos
tres subtipos (L, N y P) parecen encontrarse en
proporciones diferentes en las tres especies es-
tudiadas (fig. 1). Asi, por ejemplo, en bovinos
el componente L es minoritario mientras que
este es el principal componente en el gato y prin-
cipalmente en la rata. Por el contrario, el com-
ponente P parece ser mayoritario en la célula
cromafin bovina, mientras gue su presencia es
mucho menos patente en las otras dos especies.
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Fig. 1. Contribucién relativa de los canales de los sub-
tinos L, Ny P en las corrientes globales a través de
canales de Ca?* en células cromafines de rata, gato,
y bovines. Para més detalles véanse referencias 23,
24, 42 y 44,

Es plausible pensar que estas drasticas diferen-
cias podrfan tener implicaciones fisioldgicas en
cuanto a la contribucidn de cada subtipo de ca-
nal tanto en la regulacién del proceso secre-
tor de catecolaminas como en otros procesos
Ca?z- —dependientes en estas tres especies
animales.

Consecuencias funcionales de la diversidad
de canales de Ca?t

Con la creciente disponibilidad de toxinas es-
pecfficas no séla ha sido posible identificar y ca-
racterizar la existencia de multiples subtipos de
canales de Ca?+ en diferentes preparaciones
neuronales, sino que también ha sido factible
{a identificacién de ios subtipos de canales im-
plicados en procesos de neurotransmisién a di-
ferentes niveles del sistema nervioso central y
periférico, tema que se trata en el artlculo pos-
terior de A. G. Garcia et al. Por otro lado, el de-
sarrollo de nuevas técnicas de imagen ha per-
mitido la identificacién de zonas activas en la
membrana (definidas como hot spots) en las
que parece que tiene lugar la exocitosis de neu-
rotransmisores, junto a otras zonas silentes en
las que no se produce este proceso de exocito-
sis. Es plausible que estas zonas activas estén
colocalizadas junto a un determinado subtipo
de canal de Ca2+ que controlaria el proceso se-
cretor. Estos canales de Ca2+ permitirian el ra-
pido acceso del Ca?+ desde el exterior celular,
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generando un incremento en las concentracio-
nes citosélicas de calcio libre en zonas préximas
a la membrana en las que acontece la exoci-
tosis?.,

Resumen

Mediante la combinacién de técnicas electro-
fisiolégicas y herramientas farmacoldgicas (far-
macos dihidropiridinicos y toxinas selectivas), se
ha descrito la presencia de al menos cinco sub-
tipos de canales de Caz+ dependientes de vol-
taje (denominados T, L, N, P y Q) en diferentes
tipos neuronales. Ante esta creciente diversidad,
cabe plantearse cudl es la funcién de cada uno
de estos subtipos y/o qué subtipo de canal re-
gula la liberacién de un determinado neurotrans-
misor er las sinapsis centrales y periféricas. En
diferentes sinapsis se ha postuiado que son los
canales N- y/o los Q- los que contrelarfan la
trensmisién sinaptica. Estas preguntas surgen
también en relacién con células secretoras en
cuya membrana se encuentran diferentes sub-
tipos de canaies de Ca?+, como es el caso de
las células cromafines adrenomedulares.
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C. GonzaLez: ;Existe alguna relacion entre el
tipo de canal que expresan las distintas espe-
cies y la proporcién de las diversas catecoia-
minas que secretan?

L. Ganpia: En los dltimos afos hemos logrado
cultivar separadamente las células que pro-
ducen adrenalina y noradrenalina, pero no he-
mos conseguido todavia identificar la propor-
cién de canales existente en cada una de ellas.

C. GonzALEZ: Y a falta de datos, cudl es su opi-
nién al respecto?

L. Ganpia: Parece ser que la presencia de un
determinado subtipo de canal controla la se-
crecion, pero insisto en gue no disponemos
de datos experimentales sobre la secrecién di-
ferencial.

V. Cefa: A mi me llama la atencién el escaso
porcentaje de blogueo inducido por dihidro-
piridinas en corrientes bovinas. He observa-
do que en la secuencia de bloqueadores siem-
pre han aplicado furnidipino como Ultimo
farmaco. ;Qué ocurre si invierten el orden y
en lugar de comenzar por w-conotoxina GVIA
comienzan por una dihidropiridina? Lo digo
porque tanto en nuestro grupo como en otros
hemos comprobado que con dihidropiridinas
se puede observar un bloqueo de la corriente
dependiente de las dosis que puede llegar
hasta el 50%.

L. Ganpia: También hemos hecho este tipo de
experimentos pero, en estas gréficas, furnidi-
pino siempre se empleaba generalmente al fi-
nal, precisamente por su caracter reversible,
después de los bloqueos irreversibles. Admi-
nistrédndolo al principio observamos en el me-
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jor de los casos un 25,30% de bloqueo de las
corrientes sin ningln tratamiento previo.

A.G. Garcia: ¢Cuanto tiempo de cultivo tenian
las células que emplearon para estudiar el blo-
gueo con dihidropiridinas?

V. CefA: Las células tenfan entre 36 y 60h.
Querrfa ademas comentar que intentamas ob-
tener los registros en condiciones lo més pa-
recidas posible a las fisiolégicas; partimos de
un potencial de fijacién de —-55mV que es el
potencial de membrana de la célula que no-
sotros medimos, e intentamos realizar el ex-
perimento administrando pulsos despolarizan-
tes. En estas condiciones hemos logrado
blogquear el 100% de la corriente simplemente
combinando una dihidropiridina, nifedipino, y
w-agatoxina IVA, Esto enlaza con la cuestidn
més general de que las diferencias entre las
clasificaciones de los distintos tipos de cana-
les de calcio en los diferentes tejidos pueden
tener mucho que ver con las condiciones de
registro, en otras palabras, la apertura y cie-
rre de los canales de calcio es obviamente
voltajedependiente, y existen una serie de pro-
cesos como pueden ser fosforilaciones intra-
celulares capaces de condicionar el estado de
activacién y la contribucidn de esos canales
a las corrientes. Ademas, tengo algunas du-
das sobre la selectividad y especificidad de es-
tos fArmacos o toxinas en el sentido que de-
pendiendo de la concentracién pueden
probablemente afectar a mas de un tipo de
canal.

L. Ganpia: En relacién con la pregunta del Dr.
Garcia sobre la edad de los cultivos estamos
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observando Ultimamente que a medida que
aumenta el tiempo de cultivo, podria estar
cambiando la proporcién de canales a favor
de un incremento de canales N. Por otro lado,
en nuestro grupo utilizamos un potencial de
fijacién de membrana de -80 mV, que quizé
no sea el fisiolégico, pero otro factor a consi-
derar al evaluar el efecto de las dihidropiridi-
nas es su voltajedependencia; de hecho, en
los estudios en rata, al existir un componente
L mayoritario, es donde hemos podido estu-
diar la voltajedependencia de furnidipino, cb-
servando diferencias de bloqueo del 40 a casi
el 70% cambiando de -80 a —-60mV.

V. CeRa: Un simple comentario sobre la union
voltajedependiente de las dihidropiridinas. Ob-
viamente las dihidropiridinas se unen a su re-
ceptor de forma voltajedependiente. De he-
cho, es posible bloquear el 100% de la
secrecién de catecolaminas con una dihidro-
piridina simplemente despolarizando ligera-
mente las células. Un potencial de —55 es
equivalente al potencial de reposo de estas cé-
lulas, y cuando las células son estimuladas por
un potencial de accién o por un agonista coli-
nérgico parten de —-55mV y en estas condi-
ciones el rango de activacién de las cotrien-
tes se eleva a partir de -55mV.

L Ganpia: En este sentido creo que conviene es-
tablecer una diferenciacion entre la funciona-
lidad de un canaly la presencia de un canal.
Sirealizamos esta serie de experimentos que
usted ha comentado, a -55mV la conclusién
probablemente serd que el canal N no est
presente en la célula cromafin bovina cuan-
do efectivamente sf o estd. Otra cosa es que
al potencial de reposo de la célula el canal N
sea funcional o no sea funcional o participe.

B. Soria: Quisiera saber cudntos tipos de cana-
les de calcio hay.

L. Ganpia: Nosotros también. En estos momen-
tos los canales que se han descrito reciente-
mente, O, Py Q, empiezan a ser controverti-
dos, y la tendencia es mas que hablar de
subtipos de canales independientes, hablar de
una familia de canales. Lo que sf esta claro
es que hay un canal de bajo umbral y unos
canales de alto umbral e incluso dentro del
alto umbral se tiende va a hablar de canales
L y canales no L.

B. Soria: ;Hay algiin soporte molecular que efec-
tivamente nos permita hablar de 2-3 grupos?

L. Ganpia: La complejidad funcional de los ca-
nales de calcio puede complicarse todavia
méas desde el punto de vista de su biologia mo-
lecular. El canal de calcio consta de varias sub-
unidades y, por ejemplo, se han identificado
hasta 6 subunidades alfa-1 que se han deno-
minado A, B, C, D, Ey S, con lo cual ya tene-
mos 6 subtipos de canales de alto umbral, si
a esto le sumamos la posible complejidad de
otras subunidades, podemos establecer una
clasificacion muy amplia de los canales de
calcio.

F. Sawa: Usted ha empezado hablando de cua-
tro criterios de clasificacion: farmacologia, ac-
tivacién, inactivacion y conductancia, y se ha
inclinado por la farmacologia como el més Util.
Sin embargo, creo que el uso exclusivo de este
criterio conduce a conclusiones confusas, ya
gue si, como parece ser el caso, los canales
sensibles a una toxina presentan varias con-
ductancias, se plantean dudas acerca de la
especificidad de dicha toxina.

L. Ganpia: Es posible, pero lo cierto es que el
criterio imperante en la actualidad es la ca-
racterizacion farmacolégica.

J. MagrsaL: Quisiera introducir un elemento mas
de complicacién en el sistema, y es que a
veces sabemos que hay un tipo de canal que
es funcional, pero en cambio no hace la fun-
cién que esperamos de él, es decir, activar
la secrecién del neurotransmisor, y este es
uno de los casos que hemos descrito en los
que hay canales N, y estos canales son fun-
cionales, pero en cambio la w-conotoxina GVIA
es incapaz de inhibir la secrecién de acetil-
colina en esta preparacioén. Es decir, que qui-
z4s hay un efecto ligado a la ubicacién de
estos canales cerca de los lugares de secre-
cidn o bien a otro sistema que desconoz-
co.

C. MonrieL: Quisiera hacerle una pregunta en
relacién con el blogueo de las corrientes de
bario con distintas toxinas: ;por qué utiliza
1 umol de w-conotoxina GVIA?

L. Ganpia: En la mayoria de los trabajos con
w-conotoxina GVIA se utiliza una concentra-
cién de 1 pmol. Aparte puede haber también
un criterio econémico.

C. MoNTIEL: Sin embargo, otros autores han uti-

lizado concentraciones de esta toxina del or-
den de 5 umol para asegurar un bloqueo com-
pleto de los canales de Ca’+ tipo N.
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Homeostasis del calcio citosdlico.
Depésitos intracelulares de calcio

La concentracion citosélica de calcio ((Caz+])
se mantiene a un nivel muy bajo (10-7M),
aproximadamente cuatro érdenes de magnitud
por debajo de la concentracién de Ca?+ exira-
celular. Ciertas organelas intracelulares, que lla-
maremos genéricamente depdsitos intracelula-
res de calcio (DIC), son capaces de acumular
Ca?+ en su interior hasta alcanzar concentra-
ciones similares a las del medio extracelular. La
homeostasis del Ca2+ se logra regulando los
flujos entre estos tres compartimientos, citosol,
medio extracelular y DIC (fig. 1). El Ca?* es
continuamente bombeado desde el citosol ha-
cia los otros compartimientos por ATPasas pre-
sentes en la membrana plasmatica y en las en-
domembranas de los DIC con gasto de energia
metabdlica. En estas membranas existen tam-
hién canales que dejan fluir Caz+ en sentida in-
verso, siguiendo su gradiente de concentracién.
Durante el reposo los canales estan cerrados,
las ATPasas predominan y la [Ca?+]; es baja.
Durante la actividad los canales (bien en la
membrana plasmética o bien en los DIC) se
abren y el Ca2- entra en el citosol, elevandose
[Ca2+], y origindndose una respuesta fisioldgi-
ca. El control de [Ca?+]; se lleva a cabo regu-
lando la actividad de los canales Ca?+. La va-
riedad de canales de Ca?+ descritos es casi
infinita. Esta revisidén se centrard en los que son
regulados por segundos mensajeros y, dentro de
esta categorfa, en aquelios que son comunes
para un gran ntmero de tipos celulares.

En muchos tipos celulares la interaccién de
un agonista con un receptor especffico de la
membrana plasmética da lugar a la génesis de
Un segundo mensajero que provoca una eleva-
cién de la [Ca?+];, generalmente debida a la Ii-
beracién de Ca?* desde los DIC por apertura
de canales presentes en las endomembranas.
La idea dominante es que estos DIC son sensi-
bles a segundos mensajeros con porciones mo-
dificadas del reticulo endoplésmico, aunque su
naturaleza exacta y su focalizacién puede variar
de unas células a otras'®, Las mitocondrias son

también capaces de almacenar y liberar calcio,
pero parecen operar a [Ca%+], muy por encima
de los valores de reposo. Pueden, por tante, coo-
perar amortiguando elevaciones transitorias de
[Ca?+], generadas por otros mecanismos o al-
macenar czlcio en condiciones de sobrecarga,
pero no se cree que desempefnen un papel prin-
cipal en el control de [Ca?+]..

En condiciones de reposo los canales estan
cerrados y las bombas predominan, lo gue con-
duce a la generacién de un gradiente de Ca?+
dirigidc desde los DIC hacia el citosal (fig. 2).

[Ca] {M) M. extracelular
10—3 -

10 -
105 4 | Citosol .

Depdsitos

o

10° ] ah
107 1 A Yy
- <

Fig. 1 Regulacion de la concentracion de Ca?* cito-
sdlico. Se representa el compartimiente citosdlico se-
parado del medio extracelular y de los depdsitos in-
tracelulares de calcio por las correspondientes
membranas. Las bombas (A y B) transportan el Ca®*
contragradiente de concentracion desde el citosol ha-
cia los otros compartimientos. Los canales (a y b, If-
neas de puntos) dejan entrar ef Ca?+ en el citcsol di-
sipando el gradiente de concentracién. En las
ordenadas, concentracion de Ca?* (M) en escala lo-
garftmica. El tamafio de los depdsitos es mucho me-
nor que el del compartimiento extracelular. Si se abre
solamente el canal «b» los depdsitos se vacian hacia
el citoplasma, donde aumentard la concentracion de
Ce?+* transitoriamente, ya que la bomba «A» transpor-
ta rdpidamente el Ca’+ hacia el medio extracelular.
La apertura del canal «a» ocasiona, por el contrario,
un aumento mantenido de la [Ca®- ], ya que el com-
partimiento extracelular es de mucho mayor tamano
que el extracelular.
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Fig. 2. Vaciamiento y
llenado de Jos depdsi-
tos intracelulares de
calcio (DIC). VOCC: ca-
nales de Ca* voltaje-

dependientes; CCE:

entrada de C&* capa-
citativa; A: agonista; R:
receptor; PLC: fosfoli-
pasa C, acoplada al re-
ceptor a través de una
proteina G. A la izquier-
da se representan tres
mecanismos de contro
del vaciamiento de los
DIC (canales):
1) liberacion de Ca?"
inducida por Ca®"
(CICR); 2) ADP-ribosa
ciclica (CADPR), y
3) inositol trisfosfato
(TP,). La Ca’*-ATPasa,
a la derecha (bomba)
bombea el Ca** desde
el citosol a los depdsi-

tos. QCa representa

caicio ligado a las proteinas fijadoras de Ca’ dentro de los depositos. S es un sensor localizado en la membra-
na de los DIC, que es inhibido por Ca’*. Cuando los DIC se vacian S es desinhibido y produce un mensajero

capaz de activar CCE.

El tamponamiento por proteinas fijadoras de
Ca?+ presentes dentro de los DIC (QCa en la
fig. 2) permite el almacenamiento de grandes
cantidades de Ca?+ con un aumento relativa-
mente modesto de [Ca2+]. Cuando los canales
se abren, el Ca?' es liberado al citosol y la
[Ca?t], aumenta. Este aumento de [Ca?*]; es
transitorio, ya que la cantidad de Ca?+ almace-
nada en los depdsitos es limitada y el Ca?+ li-
berado al citosol es rapidamente bombeado al
medio extracelular por la ATPasa de la membra-
na plasmatica (fig. 1). En muchas células el va-
ciamiento de los depdsitos intracelulares es de-
tectado por un sensor (S en la fig. 2) que es
capaz de abrir, por un mecanismo desconoci-
do, canales de Ca?+ de la membrana plasma-
tica. Esto causa entrada en Ca?+ desde el me-
dio extracelular (entrada capacitativa de Ca?+
[CCED¢, lo que mantiene la [Ca?*], elevada
mientras los DIC estan vacios. Una vez que los
canales de los DIC se cierran, el Ca? se bom-
bea desde el citosol hacia los DIC, y, cuando es-
tos se han rellenado, la CCE cesa y la [Ca?'],
desciende a los valores de reposo (fig. 2). Asf
pues, la interaccién de un agonista con un re-
ceptor de membrana provoca generalmente un
aumento bifasico de [Ca?r], compuesto de
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un aumento rapido y transitorio por liberacién
de Ca?+ desde los DIC y una elevacion mante-
nida debida a la entrada desde el medio extra-
celular a través de la via capacitativa®. Incluso
en la situacion de reposo el escape de Ca?+
desde los DIC hacia el citosol es relativamente
rapido, ya que inhibidores selectivos de la AT-
Pasa de los DIC, como la tapsigargina® o el 4ci-
do ciclopiazénico’ causan el vaciamiento com-
pleto de los DIC en pocos minutos.

Liberacién de calcio de los depositos
intracelulares

Se conocen dos familias de canales de Ca?+
de los DIC, los receptores de ryanodina (RyRs)
y los receptores de inositol-trisfosfato (IP;Rs).
Ambos tipos de canales, que pueden coexistir
en una misma célula, tienen una gran homolo-
gia de secuencia, y podrian derivar de una pro-
tefna ancestral comun, pero el mensajero que
controla su activacién es distinto!.

Los receptores de ryanodina®#!! se llaman
asi porque son capaces de ligar con alta afini-
dad este alcaloide. La unién de ryanodina al RyR
estabiliza un subestado parcialmente abierto
del canal, que conduce al vaciamiento de este
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Fig. 3. Liberacion de
Ca®* de los depdsitos
intracelulares. En los 3 A DHPR
€asos existe un recep-

tor tetramérico de es- | <= Av—3

tructura muy similar en
la membrana de los
DIC. A: RyR1 del reticu-
lo sarcopldsmico (RS)
del musculo esqueléti-
co; forma un pie con el
receptor dihidropiridini-
co (DHPR) def tubulo T,
que responde a la
despolarizacién de la
membrana (AV) y sufre
un cambio de confor-
macidn que se transmi- / Car
te a la cabeza de RyR

y abre el canal de
Ca?* del RS; B: libera-
cidn de Ca* inducida
por C&* (CICR) en el
musculo cardiaco y
quizd en algunas neu-

3

Calsecuestrina

Calsecuestrina
o calreticulina

ronas; la apertura

de un canal de Ca?* voltajedependiente (VOCC) de la membrana plasmadtica en respuesta a AV deja entrar una
pequeria cantidad de Ca** que abre RyR2, liberdndose Ca®* de los depdsitos que amplifica la sefal inicial; C:
{P3R, la interaccidn del agonista (A} con un receptor de la membrana da lugar a la generacién de IP; que al-
canza los depdsitos intracelulares movilizando ef Ca** que contienen. Tomada de Berridge MJ.

) TABLA |
EXPRESION DE LOS RECEPTORES DE RYANODINA

Tejido RyR1 RyR2 RyR3
Musculo esquelético ++ + + — +
Corazon — 44+ o
Cerebro + + + + +
Higado — — +/—
Estdmago — +/— +
Rifidn, pulmdn,

bazo, duodeno,

fleon — — +

tipo de DIC. Se conocen tres tipos de RyRs (ta-
bla ). Ef RyR1 es el canal de Ca?+ de los DIC
del masculo esquelético (fig. 3A). En el miscu-
lo esquelético la senal gue libera el Ca?+ alma-
cenado es la despolarizacién de la membrana
plasmética. La despolarizacién es detectada por
un receptor dihidropiridinico (DHPR) presente
en la membrana de los tdbulos T. El cambio con-
formacional del DHPR se transmite ffsicamen-
te al RyR1 presente en la membrana del reticu-
lo sarcoplasmico (RS) y da lugar a la apertura
del canal, |z liberacién de Ca2+ al sarcoplasma
y la contraccién muscular®,

En el misculo cardiaco el canal de Ca?- de
los DIC es el RyR2Z (fig. 3B)©1L, El canal asocia-
do a RyR2 se abre por el aumento stbito de la
[Ca?+] en su entorno inmediato. En este casc,
una pequefa cantidad de Ca?- que entra a tra-
vés de canales de Ca?+ voltajedependientes
(VOCC) presentes en la membrana plasmaética
y activados por su despolarizacién dispara la
apertura del canal asociado a RyR2 y la libera-
cidén de grandes cantidades de Ca2+ desde el
RS. Este proceso se conoce como liberacién de
calcio activada por Ca?+ (CICR)2%, Muchas cé-
lulas nerviosas poseen también RyR2 (ta-
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Fig. 4. Sintesis y catabolisme de la ADP-ribosa ciciica.

bla I}, y se ha propuesto que el CICR podria
contribuir a amplificar los aumentos de [Ca?+];
originados por activacion de los VOCC en las cé-
lulas nerviosas™.

La cafeina estabiliza el estado abierto de los
canales asociados a los RyRs, facilitando asi la
activacién de las células que los poseen. Hay
que tener en cuenta, sin embargo, que este ro
es el Unico efecto farmacolégico de la cafeina.
Este farmaco inhibe también las fosfodiestera-
sas, elevando asf los valores de nucledtidos ci-
clicos, e interfiere con la activacién de VOCC.
El dantroleno bloguea la liberacidon de Ca?+ de
los DIC asociados a RyRs, pero podrfa tener tam-
bién otros efectos secundarios.

Recientemente se ha demostrado que RyR2
estéd sujeto también a modulacién por un men-
sajero quimico, la ADP-ribosz ciclica (cADPR)®.
Este mensajero se produce a partir de NAD+
por accién de la enzima ADP-ribcsilciclasa (fig.
43, ampliamente distribuida en los tejidos de ma-
miferos. La cADPR es capaz de activar los ca-
nales asociados a RyR2 en parches de mem-
brana de RS a [Ca?+] de reposo y de inducir
liberacién de %5Ca de vesiculas de RS, pero no
de microsomas de cerebro. Su mecanismo
de accidén parece ser aumentar la sensibilidad
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al Ca?+ del CICR. En las células B pancredticas
cADPR también induce liberacién de Ca?* de
los DIC y su sintesis es estimulada por el aumen-
to de la concentracién de glucosa, por lo que
se ha propuesto que podrfa estar implicada en
el control de la secrecion de insulina?.

Se ha identificado un RyR3 que se expresa am-
pliamente en muchos tipos celulares (tabla ).
Su funcién es desconocida. Difiere de los otros
RyRs en que no es sensible a cafeina.

Los IP5Rs tienen una distribucion casi univer-
sal en las células animales-*. Se conoce una
gran variedad de agonistas extracelulares gue son
capaces, interaccionando con receptores de
membrana especificos, de activar una fosfolipa-
sa C {PLC) especifica de fosfatidil-inositol (tabla
I). La PLC, actuando sobre el fosfatidil-inositol-
bisfosfato produce incsitol-trisfosfato (IPs) y dia-
cilglicerol, un activador de la proteincinasa C. El
IP; interacciona con los IP;Rs y produce libera-
cion de Ca?+ de los DIC. La sensibilidad de los
IPsRs al IP; puede variar dependiendo del sub-
tipo de receptor (se conocen cinco variedades),
grado de fosforilacién, entorno lipidico, conteni-
do de Ca?* de los DIC y [Ca2+] en la vecindad.
La heparina inhibe los IPsRs, pero no se conec-
cen inhibidores selectivos capaces de atrave-



CANALES DE CALCIO SENSIBLES A SEGUNDOS MENSAJEROS

TABLA I
RECEPTORES LIGADOS A FOSFOLIPASA C ESPECIFICA DE FOSFATIDIL-INOSITOL

Transduccidn por protefina G y PLCB1

Acetilcolina, histamina, noradrenalina, serotoning, ATP, PAF, glutamato, angiotensina I,
vasopresina, bradicinina, sustancia P, bombesina, neuropéptido Y, trombina, colecistocinina,

endotelina, neuromedina, TRH, GnRH, PTH
Odorantes
Luz

Transduccion por receptores figadcs a tirosincinasa y PLCy1
Factores de crecimiento epidérmico (EGF) y derivado de plaguetas (PDGF)

Antigenos (linfocitos T)

sar la membrana celular. Se ha descrito la pre-
sencia de otros inositoles-fosfato y de las enzimas
necesarias para su metabolismo en las células
animales. Para algunos de ellos se han propues-
to funciones de segundos mensajeros,

Entrada capacitativa de Ca?*

Como se ha comentado anteriormente, las
sefiales que resultan de la activacion de la PLC
son bifasicas®. Se ha propuesto que la fase
tardia de entrada de Ca?* podria estar media-
da también por [P, por uno de sus derivados
{IP,) o por la accién concertada de ambos?@,
Sin embargpo, la evidencia experimental para
esta hipdtesis es contradictoria. Se ha demos-
trado, por otro lado, que el vaciamiento de los
DIC por maniobras que no aumentan la sinte-
sis de inositoles-fosfato (tapsigargina, iondfo-
ros de Ca?+, incubacién prolongada en medio
sin Ca?*) activan la entrada plasmatica de
Caz?- tanto o més que los agonistas naturales?.
A partir de estas observaciones, se ha propues-
to que el vaciamiento de los DIC darfa origen
a la produccién de un mensajero que activa-
rfa una via de entrada de Ca?* de la membra-
na plasmatica (CCE; fig. 2)*. Asl pues, la ma-
yor parte de la entrada de Ca?+ inducida por
los agonistas fisioldgicos serfa un tanto indirec-
ta, secundaria al vaciamiento de los DIC que
inducen®. Este complejo mecanismo asegu-
ra que: 1) [Ca?+]; permanece elevada mien-
tras el agonista esté presente; 2) cuando el ago-
nista desaparece, [Ca?+]; permanece elevada
por un tiempe hasta que se relienan los depé-
sitos intracelulares y se cierra la via capacita-
tiva. Se ha demostrado la existencia de CCE
en un gran ndmero de células*. La naturale-
za del canal responsable de la entrada de
Ca2+ es desconocida. Recientemente se ha
demostrado en mastocitos y otros tipos celu-
lares la existencia de una corriente de entra-

da de Ca?+ que se activa por vaciamiento de
los DIC (lcrac), que muy probablemente es re-
sonsable de la CCE2022,

El mecanismo de activacidn de la CCE es des-
conocido. Entre los candidatos propuestos figu-
ran los inositoies-fosfato! 8, el GMP ciclico®, un
metabolito producido por el citocromo P450%4,
o0 un factor de naturaleza desconocida que se
coliberarfa y se coacumularfa con el Ca?* en
los DIC (Calcium influx factor [CIF])?5. No exis-
ten, por el momento blogueadores selectivos de
la CCE. Los inhibidores del citocromo P450, par-
ticularmente los derivados imidazélicos sustitui-
dos en N;, bloquean la CCE2+%, pero inhiben
también fa entrada a través de canales de Ca?*
voltajedependientes?. La CCE puede meodular-
se negativamente por fosforilacién®,

Rellenado de los depdsitos intracelulares
de Ca?t

Se propuso inicialmente que, tras la liberacion
del Ca?+, los DIC podrfan rellenarse directa-
mente utilizando Ca2+ extracelular a través de
la via capacitativa. Sin embargo, se ha demos-
trado posteriormente que el rellenado de los DIC
sucede por bombeo del Ca2+ desde el citosol,
una vez que los canales de Ca?* de los DIC se
cierran*2, Los tiempos medidos para el semi-
rellenado de los depdsitos oscilan entre 4s para
los timocitos a 30-60's para neutrdfilos y célu-
las leucémicas*3%3L, Ya que la velocidad de
bombeo de Ca?* aumenta exponencialmente
con su concentracién, la [Ca2+], debe ser un
determinante importante de la velocidad de re-
llenado de los depdsitos. La entrada de Ca?+ a
través de la membrana plasmética es esencial
para mantener [Ca?+]; elevada y, asi, permitir
un rellenado adecuado de los depésitos. Esto
es garantizado por la CCE, que se mantiene ac-
tivada mientras los depdsitos estdn vacios y se
cierra una vez que se han llenado®. Cuando se
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bloquea CCE el rellenado de los depdsitos es
muy iento ya que, al bombearse el Ca?* citosd-
lico a los DIC, disminuye la [Ca?-], y la ATPasa
de los DIC deja de bombear. Cuando la [Ca?+],
se mantiene elevada por otros motives (p. €.,
por activacién de otros canales de la membra-
na plasmatica) y los canales de los DIC estan
cerrados, los DIC (y quizés otros organulos in-
tracelulares comao las mitocondrias) se sobrecar-
gan con Ca?".

Conclusion

La activacion celular por agonistas conlleva un
aumento de la [Ca?+], bifasico, con un compo-
nente rapido y transitorio, debido a liberacion
de Ca?- de los depdsites intracelulares (DIC), y
otro mas tardio y mantenido, debido a entrada
de Ca?* desde el medio extracelular. En ambos
casos, el mecanismo incluye la apertura de ca-
nales selectivcs presentes en la correspondien-
te membrana. Existen dos tipos de canales en
la membrana de los DIC, los receptores de
inositol-trisfosfato v los receptores de ryancdina.
Estos Ultimos se activan por cambios del poten-
cial de membrana o de la [Ca?*] en su entor-
no, pero son también regulados por un mensa-
jero qufmico, ta ADP-ribosa ciclica. La entrada
tardia de Ca?+ se debe a la apertura de un ca-
nal de la membrana plesmaética, que es activa-
do por un mediador desconocido gue se pro-
duce en los DIC cuando estos se depletan de
Ca?-. La existencia de esta via de entrada ca-
pacitativa de Ca?+ asegura la prolongacién en
el tiempo de la sefial de Ca?+ inducida por el
agonista y un reilenado adecuado de Ca®* una
vez que la accién del agonista cesa.
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B. Soria: Cudntos tipos de lersc hay, vy qué re-
lacion de permeabilidad existe entre calcio y
sodio?

J. GARCIA-SANCHO: Iepac-Ch viene de Calcium re-
lease activated calcium channel. Este canal es
selectivo para el calcio, y précticamente no
transporta sodio ni bario. La opinién actual es
que el lerac €3 el implicado en esta entrada
capacitativa de la que hemos hablado.

F. Barros: Usted se ha cefido mucho a célu-
las no excitables, pero en células excitables
hay otras posibilidades, ;qué relacién podria
haber en células excitables entre sefial de de-
pésitos durante la segunda fase de entrada de
calcio frente a un mecanismo indirecto de ac-
tivacién, por ejemplo, de actividad eléctrica
por via canales de potasio o por via otros me-
canismos, que no sea precisamente un me-
canismo de mensajero intracelular procedente
de depdésitos?

J. Garcia-SancHo: En algunas células excitables,
por ejemplo, en células cromafines, se ha des-
crito este tipo de mecanismos que se activan
al vaciar los depdsitos. Es mas dificil de eva-
luar porque en este caso existe el ruido de fon-
do de los canales voltajedependientes. Quiza
la suma de mecanismaos sea mas efectiva para
provocar secrecién en el sentido de que los
picos deben ser mas marcados pero realmen-

te se dispone de muy pocos datos en células
excitables.

F. Barros: ¢ Se podrfa realmente eliminar de al-
guna manera la necesidad de esta entrada de
calcio externo y conseguir que el mensajero
intraceluiar funcionara de manera totalmen-
te independiente en células excitables?

J. Garcia-SancHo: Siusted elimina el calcio ex-
terior no puede tener lugar entrada de calcio.
Se sabe gue en muchas células la liberacion
se produce sin calcio externo.

F. Barros: Si, pero no se mantiene. A largo pla-
Zo no tenemos ninguna evidencia de que la
liberacién de depdsitos pueda seguir funcio-
nando, sin entrada de calcio externo.

C. MonTieL: Se sabe que existe un receptor de
ryanodina 2 cardiaco que se activa por el cai-
cio gue entra por canales de Ca?+ tipo L aco-
plados directamente con este receptor. Sin
embargo, usted se ha referido a un segundo
mensajero, la ADP-ribosa ciclica. ;Funciona-
rfa de forma coordinada el calcio que entra
con este segundo mensajero?, ;en qué por-
centaje participaria cada uno de estos dos sis-
temas?

J. Garcia-SancHo: Esto es especulativo, ya que
nadie ha medido ambos sistemas de forma si-
multanea. Ahora bien, la complejidad no ter-
mina aqui. En células nerviosas, por ejemplo,
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hay quien piensa que los mecanismos de li-
beracién a través del receptor de rianodina
2 sonimportantes, pero no se descarta la po-
sibilidad de un mensajero guimico gue esté
cambiando el umbral o el set point de todo
el sistema. Los factores que contrelan las en-
zimas gue sintetizan la ADP-rtbosa ciclica son
todavia mal conocidos. Existe ademas un ter-
cer receptor de ryancdina de distribucidn uni-
versal gue es insensible a la cafeina y cuya fun-
cion se desconoce.

&6

J. Tamarco: ;Cudl serfa, en términos generales,

segln suU experiencia, el agonista gue pone en
marcha mas facitmente el mecanismo de va-
c'amiento de los depdsitos?

J. Garcia-SancHo: En cada case concreto habra

gue emplear el gue sea mas potente y se de-
sensibilice menos; puede ser también que uno
de ellos se desensibilice y al cabo de pocos
segundos se estén rellenando otra vez los de-
positos, Es dificil concretar méas ya que depen-
de de la preparacidn utilizada.
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Introduccion

La modulacién farmacoldgica de la actividad
de los canales lentos de calcio voltajedependien-
tes tuvo su origen en el hallazgo de Fleckens-
tein! al comprobar que el verapamilo disminufa
la contractilidad cardiaca y que un exceso de
Ca?+ contrarrestaba dicho efecto, acufiandc el
término de antagonista del Ca?+ para definir a
los farmacos que eran capaces de impedir la en-
trada de Ca?+ a la célula a través de los cana-
les iénicos.

Desde entonces, las 4-aril-1,4-dihidropiridinas
(1,4-DHP) se han convertido en el grupo méas im-
portante de antagonistas del calcio. Estos com-
puestos son potentes vasodilatadores arteriola-
res con efectos relativamente insignificantes sobre
el corazén?. Ademés, se ha descrito un nuevo
grupo de 1,4-DHP que aumenta la entrada de
calcio. Estos activadores de los canales de cal-
cio representan un nuUevo grupo de compuestos
con potentes efectos vasoconstrictores y con ac-
tividad cardiaca inotrdpico-positivas.

Nuestro grupo de trabajo ha estado interesa-
do en los Gltimos afios en la modificacion del ani-
llo de 1,4-DHP a la busgueda de nuevas activi-
dades asociadas a este nlcleo. Asi, se han
sintetizado 4-aril-1,4-DHP con potentes activida-
des cardiovasculares y cerebrovasculares?, asi
como derivados con actividad vasoconstrictora
y vasorrelajante®. Uno de ellos presenta intere-
santes propiedades sobre diversos parametros
cardiovasculares actuando como agonista del
calcio®*.

Por otra parte, hemos modificado la estructu-
ra de 1,4-DHP sustituyendo el resto aromatico
de la posicion 4 por un resto alquilo. Asi, se han
conseguido nuevas series de compuestcs gue
presentan una interesante actividad antitrombd-
tica’ y antagonista del factor de activacién pla-
quetaria (PAF).

4-aril-1,4-dihidropiridinas
como calciomoduladores

Nuestro primer objetivo de busgqueda de una
nueva 4-aril-1,4-DHP se dirigié hacia la sintesis
de una estructura «clasica» del tipo de nifedipi-
no, es decir, gue reuniera los requisitos estruc-
turales de un antagonista del calcio. Estos re-
quisitos fueron inicialmente definidos por Loev?
y son, basicamente, los siguientes:

La actividad aumenta con la sustitucién en la
posicién 4 del anillo en la secuencia H< Me < ci-
cloalquilo < heterociclo < fenilo < fenilo susti-
tuido.

La sustitucidn en el atomo de N, asi como la
oxidacién del anillo, provoca la pérdida casi to-
tal de la actividad.

Los grupos ésteres en las posiciones 3y b del
anillo son ios dptimos para la actividad.

De esta manera llegamos & la sintesis de un
compuesto denominado «furnidipino»©, cuya
astructura esta recogida en la figura 1.

Este compuesto tiene |a particularidad estruc-
tural de presentar dos centros quirales, sefiala-
dos en la férmula (con asteriscos), con lo cual
existen 4 isémeros dpticos.

La cbtencién a escala industrial de este com-
puesto produce un racemato RR/SS con una
riqueza superior al 99%. La sintesis de los cua-
tro diastereoisémeros!! ha permitido llevar a
cabo los ensayos del desplazamiento de la union
de *H-isradipino en fleon de cobaya de cada
uno de ellos, siendo el orden de afinidad el si-
guiente: SS>SR>RR>RS%2. De estos datos
de desprende que los estereoisémeros mas ac-
tivos son aquellos que presentan la configura-
cién S para el C4 del anillo de DHF, dato que
concuerda con lo publicado en la literatura so-
bre 1,4-DHP, en la que se observa que los enan-
timeros S son mas activos que los RS,
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iig. 1. Furnidipino; *centros quirales.

El furnidipino es 10 veces més potente que
el nifedipino relajando la acrta de rata y 358 ve-
ces mas potente en la arteria coronaria de cer-
do despolarizada con potasio. El producto
aumentd el flujo coronario a dosis inferiores a
las del nifedipino y la duracién de accién fue
mas prolongada.

Fue significativamente mds activo en venas
mesentéricas de pequeno diametro que en las
correspondientes arterias mesentéricas, mien-
tras que el nifedipino no demostré ningtn efec-
to diferencial. Los resultados en diversos vasos
demostraron una alta selectividad del furnidipi-
no por los lechos vasculares.

Los estudios hemodinamicos demostraron
que el furnidipino reduce la forma dosisdepen-
diente, tanto la poscarga como la presién tele-
diastolica del ventriculo izquierdo y la precarga,
aumentando de esa forma el gasto cardiaco. En
pacientes con angina estable, su administracion
intravenosa ha demostrado una buena toleran-
cia, ausencia de inotropia negativa apreciable,
reduccién del trabajo del corazdn ai disminuir
la resistencia periférica y el retorno venoso,
aumento del indice cardiaco al incrementar el
trabajo del ventriculo izquierdo, sin influencia en
la frecuencia cardiaca gue sélo aumenta, junto
con la mayor disminucién de las presiones sis-
télica y diastdlica, a las dosis mas altas.

En contraste con otros antagonistas del cal-
cio como el verapamilo, el diltiazem y el bepri-
dilo, el furnidipino no afecta la conduccion auri-
culoventricular y, por tanto, puede ser prescrito
a pacientes en los que aguellos farmacos estan
contraindicados.

La ausencia de actividad inotropica negativa
y la no afectacién de la conduccion del nddulo
auriculoventricular y de la frecuencia cardiaca
permiten el uso conjunto del furnidipinc con blo-
queadores beta.

En modelos animales de isguemia inducida
por ligadura de arteria coronaria, el farnidipino
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Fig. 2. PCA-50938.

previno completamente la mortalidad y la fibri-
lacion ventricular tras situaciones de isquemia-
reperfusion. En un modelo de infarto de miocar-
dio inducido por isoprotereno!, disminuyd la
mortalidad y redujo sustancialmente el drea de
infarto.

El furnidipino mostrd una buena tolerancia y
un buen perfil farmacoldgico de seguridad, asi
como muy baja toxicidad a largo plazo. Posee
un margen de seguridad superior a los repre-
sentantes de la segunda generacién de antago-
nistas del Ca?'.

El furnidipino posee las caracteristicas de un
farmaco de eleccion en la prevencion y el trata-
miento de diferentes situaciones clinicas asocia-
das a lesion miocdrdica tales como angina de
esfuerzo estable, angina inestable, angioplastia
corenaria, infarto agudo de miocardio con repet-
fusién tras trombdlisis, cirugia cardiaca y tras-
plante cardiaco.

El campo en el gue el furnidipino pudiera con-
vertirse en el primer agente terapéutico realmen-
te nuevo y original es el de la proteccidn de la
muerte subita cardiaca.

Baséndonos en experiencias previas, decidi-
mos introducir el resto de 1,2-benzisotiazol-3-
ona-1,1-didxido en la cadena lateral de una 1,4-
DHP, conservando los demas patrones de sus-
titucién clésicos en el anillo. De esta forma se
obtuvieron una serie de derivados, de entre los
cuales destaca el compuesto cuya clave de la-
boratorio es PCA-50938° (fig. 2).

El PCA-50938 posee una relacion de selecti-
vidad tisular vasos/corazon muy alta (686) en
comparacion con el nifedipino (39) e incluso el
felodipino (126). La selectividad también se
muestra en vasos cerebrales cuando se compa-
ra con arterias femorales o mesentéricas. Por
medio de la utilizacién de técnicas de radioli-
gando se ha demostrado que posee una mayor
afinidad en el cerebro gue el nifedipino v el fe-
lodipino.
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Fig. 3. PCA-50941.

Por otro lado, la instauracién del efecto vaso-
dilatador y la reversibilidad de su efecto son mu-
cho més lentas que las de nifedipino.

El PCA-50938 posee actividad protectora fren-
te a la isquemia cerebral. Este efecto ha sido de-
mostrado en varios modelos experimentales de
isquemia realizados en ratones, gerbos y cabra
consciente, donde el PCA-50938 auments el flu-
jo sanguineo cerebral y la supervivencia de los
animales en estudio, asi como también dismi-
nuyé el nimero de neuronas lesionadas por la
anoxia.

Cabe destacar que este producto es sustan-
cialmente menos potente como hipotensor que
el nisoldipino y el felodipino en diversos mode-
los de hipertensién en rata. En conjunto, ade-
més, el aumento de la frecuencia cardiaca pro-
ducido por el PCA-50938 es menor que el
inducido por el felodipino y el nisoldipino.

Por otra parte, se observd, sorprendentemen-
te, que uno de los compuestos de esta serie,
Cuya clave de laboratorio es PCA-50941 (fig. 3),
presentaba efecto vasoconstrictor y aumentaba
la presion arterial56.

Desde el punto de vista estructural, hay que
destacar que este compuesto vasoconstrictor di-
fiere de los agonistas del calcio descritos hasta
el momento. Puede observarse que nuestro
compuesto presenta dos restos ésteres en las
posiciones 3y 5 del anillo de 1,4-DHP. Uno de
ellos estd unido al resto de benzisotiazolona a
través de un puente etilénico y el otro a un res-
to de 2-metiltetrahidropirano. Ninguno de los
agonistas descritos hasta ahora presenta este
patrén de sustitucion, ya que en concreto el Bay
K 86443 incorpora un grupo nitro en la posi-
cién 3 del anillo, el CGP 28392 es una lacto-
nay el YC 170% es una amida. Por ello, este
nuevo compuesto se suma al heterogéneo gru-
po de agonistas del calcio.

Se han llevado a cabo célculos tedricos! y
comparaciones entre estructuras cristalinas de

Fig. 4. PCA-50982.

algunos agonistas y antagonistas, y se ha pos-
tufado una hipétesis que explica las diferencias
conformacionales entre estos, en funcién del en-
lace de hidrégeno que forma en 1-NH y la orien-
tacién de los grupos ésteres.

El PCA-50941 aumenta las contracciones de
aorta de conejo inducidas por adicién de Ca*+
en presencia de 10mM de K+ con la misma
potencia que el Bay K 8644°, Sus efectos va-
soconstrictores coronarios, muy débiles o incluso
inexistentes, contrastan, por el contrario, con el
potente efecto constrictor de coronaria que pre-
senta el Bay K 8644¢. El producto muestra una
pronunciada selectividad vascular frente a la car-
diaca, mientras el Bay K 8644 posee ambas ac-
ciones vasoconstrictoras e inotropopositivas de
modo acusado. En este sentido, el PCA-50941
presenta ligeros efectos inotrépicos positivos en
auricula aislada de cobaya y efecto inotropone-
gativo en el corazén perfundido de rata.

Ademas, este compuesto mostré un perfil bi-
fasico de vasoconstriccion y varorrelajacion, en
aorta de conejo, mientras que el Bay K 8644
fue un agente vasoconstrictor puro.

Ambos compuestos, en corazén aislado de
rata, disminuyeron el flujo coronario. En el caso
del Bay K 8644, al causar un marcado aumen-
to de la fuerza contractil, el gasto cardiaco
aumenta. Por el contrario, el PCA-50941 causa
una disminucién de la fuerza contréctil que con-
duce a un gasto cardiaco disminuido.

Los estudios hemodindmicos in vivo actual-
mente en curso confirman la potencial aplica-
cién de este compuesto en situaciones clinicas
tales como estados de shock, hipotensién idio-
patica crénica, migrafa vascular, etc. Su selecti-
vidad tisular y su prolongada duracién de accién
otorgan al PCA-50941 un perfil cardiovascular
mas favorable que otros agonistas del calcio 1,4-
dihidropiridinicos.

El Gltimo compuesto de tipo 1,4-aril-1,4-DHP
desarrollado ha sido el PCA-50982V (fig. 4).
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fig. 5. Trombodipino.

Este compuesto posee la caracteristica de que,
ademds de incorporar un resto de benzisosia-
zolona en el éster en C3, posee una agrupacion
de 1,3-di-(N-morfolino} isopropilo. Esta modifi-
cacién ha permitido ohtener derivados dihidro-
piridinicos solubles en agua, mediante la forma-
cién de sus sales correspondientes, de forma
similar a o gue sucede con el amlodipino.

La velocidad de instauracién del efecto rela-
jante del PCA-50882, en tiras helicoidades de
aorta de congjo contraida con potasio, fue mas
lenta que la del amlodipino. La actividad des-
plazante del PCA-50982 de [*H] isradipino en
ileon de cobaya va aumentando linealmente con
el tiempo de incubacién. La cinética de instau-
racién del efecto hipotensor de este compusgs-
to resulté muy diferente de la del nifedipinc.
Mientras este Ultimo tiene un efecto temprano
acusado, el PCA-50982 disminuye la presion ar-
terial y la frecuencia cardiaca de forma lenta y
paulatina, alcanzandose el efecto méaximo tras
una hora de administracién del compuesto. En
ratas espontdneamente hipertensas y conscien-
tes no se aprecia aumento de la frecuencia car-
diaca y el efecto hipotensor del PCA-50982 durd
mas de 18-20 h.

El PCA-50882 no produce aumento de la fre-
cuencia cardiaca, e incluso presenta un figero
efecto bradicardizante. La instauraciér de la hi-
potension lenta y gradual pueds ser la princi-
pal causa de la ausencia de taquicardia refleja.
A este efecto coadyuva otro adicional vasodila-
tador mixto (arterial y venoso) similar al de los
nitratos, con mejora de la funcién cardiaca.

Este producto presenta la ventaja sobre otros
de la misma familia de ser altamente soluble en
agua, lo que lo hace especialmente indicado
para su uso en venoclisis en unidades de cui-
dado intensivo y en accidentes cardiovasculares
graves y agudos gue incluyen isquemia cerebral,
coronaria y crisis hipertensivas y anginosas.
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4-alquil-1,4-dihidropiridinas con nuevas
propiedades farmacoldgicas

Muchos grupos han descrito fa actividad an-
tiplaquetaria de 1,4-DHP usadas cominmente
como bloqueadores de los canales del calcio®.
Sin embargo, la concentracion usada en esta
aplicacién es de 2-3 érdenes de magnitud més
altas que la necesaria para alcanzar los efectos
sobre el sistema cardiovascular. Este hecho nos
condujo a la idea de una nueva serie de 1,4-
DHP con una mayor actividad antitrombética y
basicamente libre de efectos cardiovasculares.
Asi, se suprimid el sustituyente aromdtico del
anillo de DHP, que es esencial para la accidn
como blogueadores de los canales de calcio®.
De esta forma, hemos introducido una resto al-
quilo, preferentemente metilo, en la posicidn
4 del anillo de 1,4-DHP. Simultdaneamente, he-
mos unido un grupo de 2-benzisotiazolona-1,1-
diéxido mediante un puente alquilénico al car-
boxilato en C-37. De todos los compuestos sin-
tetizados, fue seleccionado para su posterior de-
sarrollo farmacolégico y clinico el trombodiping,
que aparece en la figura b.

Este compuesto posee un perfil farmacoldgi-
co muy diferente del de la aspirina y otros far-
macos con actividad antiplaquetaria. El trombo-
dipino posee un amplio espectro de actividad
antiagregante, ya que s capaz de inhibir tanto
la agregecién como la reaccidn de liberacién de
las plaquetas estimuladas con los diversos ago-
nistas fisioldgicos'®. Este compuesto es sélo un
débil inhibidor de la agregacién plaguetaria in-
ducida por trombina o &cido araquiddnico.

Cuando se administra por via oral o intraperi-
toneal a dosis entre 0,1 y 10 mg/kg, el trombo-
dipino ha demostrado paseer una potente acti-
vidad antitrombdtica.

La administracién a ratones de dosis Unicas
de compuesto indujo un alargamiento del tiem-
po de hemorragia de forma dependiente de la
dosis desde la primera hora de su administra-
cién. Este efecto fue maximo a la dosis de
10mg/kg.

El trombodipino protegié a los animales de ex-
perimentacion de la muerte inducida por ago-
nistas fisioldgicos individuales y asociados en-
tre si, en un modelo de trombosis inducida por
2 agonistas que fue seleccionado por nuestro
grupo par el hecho de que, a menudo, ios epi-
sodios de trombosis son iniciados por méas de
un agonistalé.2.21,

Esta proteccién del trombodipino frente a la
formacién del trombo in vivo esté relacionada
con su efecto sobre la activacién de las plague-
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tas, ya que el compuesto no modifica la adhe-
sividad plaquetaria, responsable de la formacién
de la primera monocapa de plaquetas sobre la
iesién vascular, ni actia sobre los procesos de
coagulacién y fibrindlisis?2.

El mecanismo de accién del trombodipino es
muy diferente del de los otros fArmacos antipla-
guetarios utilizados en la actualidad. Este com-
puesto no afecta a la produccién de tromboxano
A, como la aspirina®, ni modifica la unién de fi-
brindgeno a su receptor en plaquetas, como en el
caso de ticlopidina?*. Se ha demostrado que
trombodipino antagoniza selectivamente la entrada
de calcio en plaquetas a través de canales ope-
rados por receptor, sin interferir con el mecanis-
mo responsable de la movilizacién de calcio de
los depésitos intracelulares®. Mds recientemen-
te, se ha sugerido que esta actividad del compues-
to es especfifica para las plaquetas, ya que este
efecto no se manifiesta en otras células tales como
neutréfilos humanos o timocitos de rata®.

Cuando se administraron dosis Unicas de has-
ta 800 mg a voluntarios sanos, el trombodipino
fue bien tolerado. Se aprecié un alargamiento
significativo del tiempo de hemorragia que, sin
embargo, permanecio dentro del intervalo de va-
lores normales e inhibicién de la agregacién de
plaguetas inducida por distintos agonistas?.

La administracion de 200 mg/dfa de trombo-
dipino durante 90 dfas a pacientes de enferme-
dad arterosclerdtica incipiente, moderada o
avanzada, produjo una marcada inhibicién de
la agregacién plaquetaria inducida por colage-
no, ADP y trombina, sin que se modificaran los
pardametros de coagulacién. Los resultados de
la bioguimica de seguridad demostraron que el
compuesto es perfectamente tolerado y posee
un amplio margen de seguridad®.

El PAF es un mediador fosfolipidico implica-
do en muchos procesos fisiolégicos y patolégi-
co0s, entre los que se pueden mencionar el
asma, la anafilaxia, alteraciones cardiovascula-
res y el shock séptico. EI PAF actla sobre las
células a través de receptores especificos en la
membrana celular.

Durante el cribado farmacolégico de los com-
puestos gue presentaban un resto de tioéter uni-
do a través de un puente etilénico al carboxila-
to de la posicién 3 del anillo de 1,4-DHP, se
observé que inhibian la agregacién plaquetaria
inducida por PAF, pero no presentaban inhibi-
¢cién a la agregacidén inducida por otros agonis-
tas tales como ADP, colédgeno, trombina y acido
araquidénicos.

De todos los compuestos obtenidos, se ha se-
leccionado el tiapafant, que aparece en la figu-

Fig. 6. Tiapafant.

ra 6. Se trata de un derivado del ndcleo de 1,4-
dihidropiridina, carente de actividad sobre el sis-
tema cardiovascular, que posee actividad anta-
gonista del receptor del PAFS,

El andlisis de los datos obtenidos en experi-
mentos de unidn al receptor del PAF en plague-
tas, neutrdfilos y macréfagos alveolares de va-
rias especies, incluyendo la humana, demostré
que el tiapafant es un potente antagonista, es-
pecfifico y reversible de este receptor?.

Cuando se administra por via intravenosa u
oral, en dosis de 0,1 a 2mg/kg (DEsy=
0,45mg/kg), el tiapafant es capaz de antago-
nizar el efecto hipotensor del PAF. En estos ex-
perimentos también se observé una inhibicién
del aumento de permeabilidad vascular media-
do por PAF®. Este efecto protector se mantu-
vo cuando el tiapafant se administré a ratas que
recibieron dosis letales y subletales de endoto-
xina bacteriana por via intravenosa3!.

La administracién a cobayas de tiapafant por
via intravenosa u oral bloguea de forma selecti-
va la broncoconstriccién inducida por PAF, asf
como la trombocitopenia y leucopenia acompa-
Aantes. Ademas, este compuesto fue capaz de
bloquear los efectos de la inyeccién de antige-
no en pulmones de cobayas activamente sen-
sibilizadas frente a dicho antfgeno. Este efecto
no ha podido ser demostrado para ninguno de
los antagonistas del PAF conocidos hasta el
momento®, por lo que se ha sugerido que el
tiapafant posee caracteristicas originales en este
tipo de situaciones patolégicas3:.

Finalmente, se ha demostrado que el tiapa-
fant es activo en una serie de modelos de infla-
macién y shock dependientes de PAF, endoto-
xina bacteriana, agregados de 1gG y de IgE34.

Los estudios clinicos de fase | en los que se
han administrado de 10 a 640 mg de tiapafant
a voluntarios sanos, han demostrado que el pro-
ducto es bien tolerado y no posee efectos
adversos®.
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A. ALiLLos: ;Cudl es el sitio de unidn de la mo-
lécula de dihidropiridina en el recepter?, ;es
el anillo piridina o depende de la conforma-
cién que adopta la molécula?

C. SunxeL: Uno de los radicales més importan-
tes es el NH en la posicién 1 del anillo. Si
cambia la conformacién va cambiando la
orientacién de ese grupo NH, y ello tiene im-
plicaciones en la unién de la molécula al re-
ceptor. Otra parte importante en la unién al
receptor son los grupos carboxilatos, que
como puede apreciarse en un modelo mole-
cular, pueden adoptar dos orientaciones que
modifican la conformacién. Otro tipo de fija-
cidn son las uniones de tipo Van der Vaals, por
ejemplo, del grupo aromatico.

A. ALeiLLos: §Qué ocurre, por ejemplo, con am-
lodipino, que tiene un cloro en lugar de NO,?
C. SunkeL: Es un cloro derivado.

A. AceiLLos: O sea, ;que no tienen que haber
necesariamente grupos NO, en la posicion
2y 3?

C. SunkeL: No, por ejemplo, el amlodipino es
un 2-cloro derivado, otros compuestos sinte-
tizados en nuestro laboratorio, por ejemplo el
PCA50938 es un 2-3 dicloro-derivado, y exis-
ten también trifluometilderivados. El mejor
sustituyente es un grupo que atraiga electro-
nes, no que 1os ceda como, por ejemplo, un

A.G. Garcia: Creo que la mayoria de las dihidro-

piridinas son Una mezcla racémica de agonista
y antagonista. De hecho, se ha descrito que
nifedipino, a dosis subnanomolares posee cier-
to efecto vasoconstrictor. En el caso de la mo-
lécula sintetizada por el Dr. Sunkel et al, po-
see la particularidad de que dependiendo del
drgano se manifiesta mds o menos el efecto
agonista o antagonista.

C. MontieL: Cuando habla de las estructuras tri-

dimensionales de las dihidropiridinas, ;se re-
fiere a la molécula en estado sdlido, cristali-
no?, ;qué ocurre cuando estd en solucién?

C. SunkeL: Siempre que hablamos de confor-

macién ros referimos al estado sdlido. En so-
lucién, y teniendo en cuenta que los enlaces
pueden rotar, la conformacién va cambiando
constantemente. El problema de la quimica
médica para disenar es que desconocemos
lo que se llama conformacion activa del com-
puesto; no sabemos cémo es la conformacion
activa en el momento que el compuesto se
une al receptor y forma el complejo.

F. Barros: Puesto que hay diferentes tipos de
antagonistas orgénicos de canales de calcio
;i existe alguna estructura general en los cana-
les que actde como un sitio de unién al igual
gue podria ocurrir, por ejemplo, para las ben-
Zodiacepinas vy ciertos receptores?

C. SunkeL: No lo conozco.

A.G. Garcla: En cualquier caso, como reflexién
final, deberfamos considerar la enorme plas-

bifdsica como ocurre con algunos compues- ticidad de las moléculas dihidropiridinicas, que

tos que son agonistas o antagonistas segun las poseen una variedad de acciones farmacolé-

dosis? gicas extraordinariamente amplia.

grupo metilo. En este Ultimo caso no serfa
un antagonista del caicio potente.
M. HurLE: ; El agonista PCA-50941 tiene accidn

23



FARMACOLOGIA DE LOS CANALES IONICOS

J. Tamarco: Con respecto a los pockets para di-
hidropiridinas guisiera comentar que, si exis-
ten, deberian localizarse a nivel extracelular,
Por otra parte, se supone que hay un pocket
intracelular para el verapamilo y que hasta
hace poco pensabamos que era para el dil-
tiazem. Los datos mas recientes apuntan que
los derivados del diltiazem también tendrian
un pocket extracelular.

J. Lopez Barneo: Usted ha comentado la dife-
rencia de afinidad de los 4 esteroisémeros en
el cerebro, pero habfa un grupo que tenia un
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alto nivel de unién del furnidipino y otro grupo
que se unia con menos afinidad, ;ha obser-
vado esa diferencia de los mismos esteroisé-
meros en otros tejidos que no sean el cerebro?

C. Sunker: En cerebro y corazén. Se ha com-

probado que la configuracién que importa
para la actividad de estos compuestos que tie-
nen dos centros de simetria, es la configura-
¢ién del carbono 4 del anillo de 1-4 de dihi-
dropiridina. Y tanto en el corazén como en el
cerebro siempre es la configuracién S la que
muestra mayor afinidad por el receptor.



La sefial celular del calcio:
implicaciones fisioldgicas
y farmacoterdpicas

A.G. Garcia, A. Albillos, L. Gandia, B. Lara, M.G. Lépez y M. Villarroya

Departamenio ge Farmacciogiz v Terapéutica. Facuttad ge Medicing, Universidad Autbnoma. Madrid.

Introduccion

De la lectura de los anteriores articulos de
Gandia et al y Garcia-Sancho se desprende la
importancia del calién calcio {Ca?+) como men-
sajero ubicuo que participa en mdltiples proce-
sos biorreguladores. Asi pues, la elevacién de
las concentraciones citosdlicas de Ca?-,
[Ca2+], tras la activacién de canales de Ca2+
plasmalemales o intracelulares, constituye una
sefal celular que activa distintos procesos fisio-
(Ggicos (fig. 1). €l objetivo de este articulo es re-
saltar el significado fisicldgico de esa sefial ce-
lular y su relevancia para el desarrollo de nuevos
farmacos calciomoduladores. liustraremos es-
tas facetas con un ejemplo en el que poseemos
experiencia directa, la secrecién de neurotrans-
misores. Finalmente, haremos algunas conside-
racianes sobre las posibilidades de desarrallar
rJevos farmacos que modulen la actividad de
cistintes subtipos de canales de Ca?* neurg-
nales.

Gradientes de cakcio y secrecion

Para esclarecer la forma en que se mcdulan
tos fendmenos de Neurcsecrecion por camoios
transitorios de la [Ca2+];, se han seguido dos
estrategias fundamentales. Por una parte, se ha
demostrado que puede inducirse secrecién de
catecolaminas por [Ca2-]; relativamente bajas,
en el orden de 1 uM, en células cromafines bo-
vinas permeabilizadas!. lgualmente, la estimu-
facion de célutas intactas produce cambios de
la [Ca2+]; en torno al uM durante fa activacion
del proceso secretor®, Por otra parte, se han
hecho predicciones tedricas sobre los cambios
espaciotemporales de la [Ca2*], que tendrian

lugar en microdominios citosélicos, en el sub-
plasmalema en donde tiene lugar ia exocitosis.
Se ha calculado que durante la despolarizacion
celufar, la [Ca?+1, puede incrementarse desde
el nivel basal de 0,1 gM hasta 10-100 uM>7. Es-
tas concentraciones son considerablemente ma-
yores que las que se detectan al medir los cam-
bios globales promedio de la [Ca2+]; en una
célula cargada con fura-2.

Una explicacidn plausible para estas opinic-
nes divergentes serfa la propuesta de que des-
de la dptica cuantitativa, la secrecién produci-
da a altas y bajas [Ca®-], podrfa ser similar. Sin
embargg, la velocidad inicial de la secrecién se
acelerarfa de manera considerable por [Ca?*],
elevadas®. De tener lugar sblo en ciertos micro-
dominios celulares, estas concentraciones tan
elevadas no podrfan detectarse con las técnicas
utilizadas para la medicidn promedio ce los
cambios de “Ca2-]; cor: furg-2, depidc a su
baja resclucién espaciotemporal. Por tanto, es
factible que las c2lulas que producen una se-
Crecidn répida en respuesta a estimules fisiold-
gicos, tipo neuronas® célu as cremafines™ o oé-
luias de la hipdfisis anterior-!, puedan hacerlo
porgue las [Ca*+]; gue se alcanzan en domi-
nios exocitSticos son sustancialmente mas ele-
vadas gue las que se han utilizado en células
permeabilizadas.

Augustine y Neher'? estudizron ia Ca?--
dependencia de la secrecién en células croma-
fines individuales, midiendo simultdneamente la
tapacitancia elécirica de la célula como fndice
de exocitosis, y la [Ca?*]; con fura-2. Encontra-
ron que la didlisis intracelular de Ca?- con una
pipeta de patch-clamp disparaba la secrecién.
La secrecidn se incrementd cuando las [Ca?+],

95



FARMACOLOGIA DE LOS CANALES IONICOS
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Fig. 1. Multiplicidad de funciones bioldgicas controladas por senales desencadenadas por incrementos transito-
rios de la concentracion citosdlica del cation Ca®+. En el vértice de la pirdmide destaca la secrecién de neuro-
transmisores porque es la funcion fisiologica elegida para ilustrar la temética de este articulo.

eran mayores de 0,2uM y se saturaba a con-
centraciones mayores de 10uM. La secrecién
tenia un coeficiente de Hill para la [Ca?+]; de 2.
La aplicacién de pulsos despolarizantes breves
produjo incrementos transitorios tanto de la
[Ca?+], como de la secrecidn. La comparacion
de las velocidades de secrecidn durante estas
despolarizaciones, con las producidas por la dia-
lisis de Ca®+, sugiere que, durante la despola-
rizacién celular, la [Ca?+], que se alcanza en
dominios subplasmalemales de secrecién pue-
de ser mayor de 10 M. La medicién promedio
de la [Ca?+]; en células intactas indica cambios
mucho menores. Por ello, cabe concluir que
durante la despolarizacién, deben producirse
gradientes espaciales muy acusados de la
[Ca?+],

96

Para el estudio de gradientes de Ca?* y se-
creciéon en células cromafines bovinas, utiliza-
mos en nuestro laboratorio una estrategia
diferente'3. Se midieron los cambios de la
[Ca?+], y la secrecién de catecolaminas en cé-
lulas estimuladas con una solucién despolarizan-
te (100 mM de K+). Una vez despolarizadas, se
ofrecié a las células Ca?+ o Ba2+ en forma de
escaldn brusco, o en forma de rampa lineal que
permitfa el incremento gradual de la concentra-
cién extracelular de cada catién, desde O a
2,5mM, en un periodo de 10 min (fig. 2). Ob-
servamos una clara separacién entre los cam-
bios de la [Ca?']; y el curso temporal de la res-
puesta secretora. Con el escalén de Ca?* se
aprecié un incremento paralelo de la [Caz+]; y
la secrecién, que alcanzé un pico en pocos se-
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Fig. 2. Dispositivo utilizado para el estudio de gradientes de cationes divalentes Ca® y Ba‘*, y su influencia so-
bre el proceso de secrecién de catecolaminas en células cromafines aisladas de médula suprarrenal bovina, y
mantenidas en cultivos primarios. Los recipientes D y C son los utilizados normalmente para preparar gradientes
continuos de sacarosa para la preparacion de particulas subcelulares por centrifugacion diferencial. La secrecién
de catecolaminas se controla, continuamente, mediante un detector electroquimico al que se dirige el liquido
que superfunde las células cromafines. También pueden colectarse muestras y las catecolaminas presentes en
las mismas se analizan fluorométricamente. Los incrementos de la [Ca?* ] se miden con un equipo de microfiuo-
rometria adaptado a un microscopio invertido, en una sola célula de cromafin cargada con la sonda fluorescente
fura-2. En este mismo equipo hemos adaptado recientemente los elementos necesarios para medir, simultdnea-
mente en la misma célula, corrientes de Ca?+, cambios de la [Ca?* ] y secrecion de catecolaminas. Adaptado
de Michelena P et al®.

gundos. El paralelismo se perdié después de po-
cos minutos, ya que la secrecién volvié a valo-
res basales pero la [Ca?+], permanecié elevada
en una meseta de 0,4uM. Con la rampa de
Ca?+ tan sélo observamos un pequefo pico
transitorio de secrecién, a pesar de que la
[Ca2+], permanecié elevada durante todo el pe-
rfodo de 10 min de estimulacién. Esta separa-
cién entre [Ca2+], y secrecién se aprecié tam-
bién en condiciones experimentales en las que

era factible que los canales de Ca?* L perma-
necieran abiertos, ya que se utilizé una ligera
despolarizacién (18 mM de K+) y el activador
de esos canales, Bay K 8644 (1 uM). En otras
palabras, la secrecién fue, de nuevo, transitoria
pero la [Ca?+]; permanecié elevada en una me-
seta. Si en vez de Ca?* se aplican escalones o
rampas de Ba?+, se obtienen respuestas secre-
toras no inactivantes. Estos resultados sugieren
que la velocidad y la cuantfa de la secrecién no
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son una funcién simple de la [Ca?+], que se al-
canza en un momento dadg, y son compatibles
con las siguientes conclusiones: 1) la velocidad
de secrecién depende de la existencia de un
gradiente de Ca?* muy acusadc, que permita
alcanzar [Ca®-]; muy elevadas (10-100 zM) en
los microdomios citosdlicos en los que aconte-
ce la exocitosis probablemente ubicados cerca
de la boca interna de los canales de Ca?+ L, y
2) la inactivacién [Ca?+]-deperdiente de los
canales de Ca?+ contribuye a disipar ese gra-
diente de Ca?- y a regular ia secrecion',
Otro importante factor que puede contribuir
a modular la secrecién a medio y largo plazo es
el de la existencia de varios depdsitos de vesf-
culas secreforas, uno de vesiculas faciimente |i-
berables, ancladas en el plasmalema, y otro de
reserva. Este esquema surgié de las observacio-
nes siguientes. La velocidad de secrecién con
la didlisis de Ca?+ a través de una pipeta de
patch es considerablemente menor, para una
determinada [Ca®*],, que la observada en res-
puesta a despolarizaciones breves (Ca?+ extra-
celular que penetra en la célula por canales de
Ca?+)*, Por otra parte, la cantidad total de se-
crecidn es siempre mucho mayor con la dialisis
de Ca?+ que con la elevacién répida de la
[Ca?+]; por despolarizacién. Neher y Ziicke-15
utilizaron DM-nitrofeno (un compuesto que une
Ca?+ y lo libera répidamente por fotdlisis) para
investigar la cinética de la secrecion Ca2:-
dependiente en células cromafines bovinas. La
fotdlisis produjo la elevaciéon de la {Ca®+]; en es-
calones de 100 uM, que indujeron una secre-
cién intensa de varios segundos de duracidn,
seguida de una lenta y persistente secrecion. Los
distintos compaonentes de esta cinética pueden
representar la existencia de depdsitos vesicula-
res con mayor o menor disponibilidad para se-
cretar. Tanto el transporte de vesiculas, desde
el depésito de reserva hasta el liberable, como
la propia secrecion parecen ser fendémenos
Ca?+-dependientes. En base a ello, Heinemann
et al's han propuestc un modelo de secrecion
que consta de dos fases. £l modelo contempla
la existencia de una depresién o un aumento de
la secrecion en ciertas condiciones experimen-
tales. Asi, después de la aplicacién de estimu-
los intensos, el depésito liberable disminuye, lo
que ocasiona una depresion de la respuesta se-
cretora cuando se estimula, posteriormente, la
célula. La recuperacién de la secrecion se ace-
lera cuando se incrementa moderadamente la
[Ca?-]; elo se debe, probablemente, a la recu-
peracién del depdsito liberable. Con esta mani-
pulacién, el depésito puede rellenarse de més,

98

por lo que las respuestas secretoras subsiguien-
tes pueden estar incrementadasY.

Canales de calcio y neurosecrecion

Conocer cudl es la participacién de cada sub-
tipo de canal de Ca?+ (L, N, P, Q) en la regula-
cién de la liberacién de distintos neurotransmi-
sores en distintas sinapsis, saber su grado de
acoplamiento con la maquinaria secretora, asi
como su distribucién geografica y su aportacion
individual a los cambios de la [Ca?*]; en micro-
dominios neuronales constituye, ahora mismo,
uno de los temas de investigacién mds canden-
tes en neurociencia.

Ante esta creciente diversidad de canales de
Ca?+, cabe plantearse cudl es la funcion
de cada uno de estos subtipos y/o qué subti-
po de canal regula la liberacidn de un determi-
nado neurotransmisor en las sinapsis centrales
y periféricas. En el SNC, se ha demostrado que
la w-conozoxina GVIA (GVIA), un blogueador se-
lectivo de canales N, inhibe potentemente, aun-
que parcialmente, la liberacién de gluta-
mato®? de acetilcolina?®, de dopamina??- y
de noradrenalina®. Otros estudios muestran un
papel predominante de los canales no N no L
en la liberacién de neurotransmisores en sinap-
sis centrales?®. Por otro lade, en sinapsis peri-
féricas, parece que es el canal tipo N el que re-
gula predominantemente la liberacién de
neurotransmisores. Asl, en neuronas simpaticas
de rata, Hirning et al?* encontraron que la GVIA
era capaz de bloguear la liberacién de noradre-
nalina. Un blogueo similar por GVIA en sinap-
sis noradrenérgicas periféricas ha sido descrito
por Clasbrummel et al®® y Feuerstein et al?®,
Més recientemente, Wheeler et al?” han descri-
to que tanto los canales de Ca?* tipo N como
los Q regulan la transmisién sindptica en el hi-
pocampo.

La regulacién del proceso secretor de cate-
coiaminas por un determinado subtipo de ca-
nal de Ca?+ parece ser algo mas complejo.
Como describen Gandia et al en un articulo an-
terior, la presencia en células cromafines de los
diferentes subtipos de canales varfa en funcién
de la especie estudiada. En la célula croma-
fin de gato hemos identificado canales tipo L y
N en proporciones similares. Sin embargo, el
proceso secretor de catecolaminas puede blo-
guearse totalmente sélo por dihidropiridinas
(DHPs) antagonistas, y muy poco por GVIAZ,
En la célula cromafin bovina, el patrén obser-
vado parece ser mucho més complejo. Los ca-
naies tipo L suponen tan sélo un 15-20% cuan-
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do se estudian las corrientes globales de Ba?+;
sin embargo, el blogueo de la secrecién por
DHP es de un 50%. Si bien estos datos apoyan
la idea de que este subtipo de canal estarfa muy
directamente relacionado con el proceso de exo-
citosis, también nos indican la existencia de otro
componente que es capaz de controlar, aproxi-
madamente, otro 50% del proceso exocitético.
Este 50% no se bloguea por la combinacién de
GVIAy w-agatoxina IVA (IVA), un bloqueador de
canales P, a pesar de que estos eran los com-
ponentes mayoritarios en los estudios electrofi-
siolégicos. Recientemente, con la disponibilidad
de una nueva toxina, la w-conotoxina MVIIC
(MVIIC), hemos conseguido bloquear de una for-
ma contundente el proceso secretor de cateco-
laminas en células cromafines bovinas, median-
te la combinacién de esta toxina y DHP. Estos
datos funcionales parecen sugerir la existencia
de un nuevo subtipo de canal de Ca?+, deno-
minado Q, en la membrana de la célula croma-
fin bovina, dato que parece confirmarse por es-
tudios electrofisiolégicos®.

Localizaciéon de canales de calcio
en microdominios del plasmalema:
importancia para la regulacion

de la neurosecrecion

Existen varios trabajos que sugieren que la li-
beracién de neurotransmisores no ocurre al azar
en toda la superficie del plasmalema. Por ejem-
plo, Schroeder et al*® han utilizado delicados
electrodos de fibra de carbono, cuya punta se
pule al fuego hasta que alcanza 1 um de didme-
tro. Cuando se acerca este electrodo a una cé-
lula cromafin, y esta se estimula con agentes
despolarizantes, el electrodo detecta la secre-
cién de catecolaminas mediante técnicas ampe-
rométricas?. Moviendo el microelectrodo por
distintas areas de la superficie celular, se han
identificado microdominios en los que no se pro-
duce exocitosis, junto a otros en que sf aconte-
ce (zonas activas). Por otra parte, Augustine y
Neher2 [legaron a la conclusién de que la
[Ca?+], subplasmalemal, durante la despolari-
zacién celular, podrfa alcanzar valores de dece-
nas de umol. Para generar esta sefial de Ca?+
tan dréstica y versétil, se impone el esbozo de
una nueva hipdtesis. Para poder elevar la
[Ca?+]; asf, los canales de Ca?+ deberfan api-
fiarse cerca de las zonas activas exocitéticas. Es
decir, los canales de Ca2* que suministran el
Ca?+ necesario para disparar rdpidamente la
secrecién formarian una unidad morfofuncional
con las estructuras de la maquinaria secretora,

muy cerca de aquellos lugares en los que las
vesiculas se acumulan y se anclan al plasmale-
ma, preparandose para vaciar su contenido al
espacio extracelular tan pronto como un poten-
cial de accién active dichos canales. Llinds et
al® han proporcionado evidencias en favor de
esta hip6tesis en la sinapsis gigante del calamar.
La tecnologia disponible hasta el momento sélo
permite el uso de este modelo sindptico para
detectar, con suficiente resolucién espaciotem-
poral, los rapidos cambios de la [Ca?+], que se
producen en microdominios cercanos al axole-
ma durante un potencial de accién. Para ello,
utilizaron una fotoproteina (n-aequorina-)) que,
al poseer baja afinidad por el Ca?+, puede de-
tectar cambios de decenas de umol en la con-
centracién citosélica del cation. Con esta preci-
sa estrategia demostraron la existencia de
transientes de [Ca2+]; en puntos especificos de
la terminacién presinéptica del axén gigante del
calamar.

La célula cromafin es demasiado pequefia
para lograr una resolucién espacial suficiente y
apreciar microdominios de transientes de
[Ca?+];. Sin embargo, tiene la ventaja de que
posee varios subtipos de canales de Ca?+ (véa-
se el articulo de Gandfa et al en esta monogra-
fia) y de que su respuesta secretora es facilmen-
te cuantificable con técnicas flurométricas
clasicas, o con las mas modernas de ampero-
metrfa. Por ello, hemos estudiado en este mo-
delo la vinculacién que cada canal de Ca2+ po-
see con la maquinaria secretora y planteado la
hipétesis de que determinados subtipos de ca-
nales de Ca2* se encuentren mas cercanos
que otros al dispositivo secretor.

En células cromafines de gato, el anélisis ci-
nético y farmacoldgico de corrientes globales
de Ca?+ y Ba?* reveld la presencia mayorita-
ria de canales de Ca?* Ny L®, Por otra parte,
sabemos desde hace una década que la se-
crecién de catecolaminas en células cromafi-
nes felinas es extremadamente sensible a con-
centraciones nanomolares de activadores y
bloqueadores DHP de canales L33, Este hecho
nos llevé a preguntarnos por la razén de la exis-
tencia en la célula cromaffn de gato de canales
Ny L, y cudl serfa su participacién relativa en
el control de la secrecién. El pico de corriente
global de Ca?+ se inhibié un 47% por la DHP
furnidipino, vy la corriente tardia un 80%. La GVIA
redujo el pico de corriente un 42% y un 55%
la fase tardia. En lo que se refiere a la sefial ci-
tosélica del Ca?+, producida por pulsos breves
de K+ elevado aplicados a células cromafines
felinas cargadas con fura-2, esta se redujo un
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Tratamiento del
nervio esplacnico

Célula cromafin
hovina

fig. 3. Esquema de la sinapsis colinocromafin en la
médula de la gldndula suprarrenal intacta. Modelo que
propone la distinta localizacion geografica de los dis-
tintos subtipos de canales de Ca’* para explicar el
bloqueo selectivo de la secrecién de catecolaminas
a la circulacion, por agentes que afectan canales de
Ca* voltajedependientes L o Q pero no los P o N.
Los canales alejados de la maquinaria secretora pue-
den surtir de Ca?+ y la célula para regular otras fun-
ciones distintas a la de exocitosis, y que requieren con-
centraciones mas bajas del cation. Por ejemplo, el
{ransporte de vesiculas desde el aparato de Golgi hasta
el depdsito liberable, situado adyacente al plasmale-
ma, la activacion de enzimas que participan en la sin-
tesis de catecolaminas mediante fosforilaciones Ca?* -
dependientes, o la expresion génica.

44% por furnidipino y un 42% por GVIA. La se-
crecién de catecolaminas, sin embargo, se afec-
té de manera diferente por ambos bloqueado-
res. Mientras que el furnidipino bloqued mas de
un 95% la respuesta secretora al K+ elevado,
la GVIA la redujo apenas un 20%. Asf pues, los
canales Ly N parecen aportar cantidades simi-
lares de Ca?+ al interior celular. Pero el Ca?
que ve el citosol parece que tiene «diferentes
colores». Uno sirve para secretar (canales L),
pero el otro no (canales N). Esta observacién nos
llevd a plantear la hipétesis de que los canales
de Ca?+ del subtipo L tendrian que ubicarse en
la inmediata vecindad de los sitios activos de
exocitosis en el plasmalema?34,

Durante los Ultimos meses hemos sometido
esta hipdtesis a una cuidadosa evaluacion en
otro modelo de célula cromafin, el bovino, cuya
dotacién de canales de Ca?+ parece mas hete-
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rogénea que la felina. De hecho, en la céluia cro-
mafin bovina hemos disecado al menos cuatro
subcomponentes en sus corrientes globales de
Ca?*, a saber, uno sensible a furnidipino (canal
L), otro a GVIA (canal N), un tercero a IVA {ca-
nal P) y un ultimo componente sensible a MVIIC
{canal Q). Con anterioridad a estos experi-
mentos, habiamos observado que la secrecién
de catecolaminas en la adrenal intacta bovina
era insensible a GVIA, y sélo parcialmente sen-
sible a DHP3%, M4s tarde, demostramos que
la corriente de Ca?+ posela un componente
sensible a IVA, y sugerimos que los canales P
colaborarian con los L en el control de la se-
crecién cromafin bovina® 3, Pero hace unos
meses observamos que la secrecién cromafin
bovina era insensible a IVA®, La reciente dis-
ponibilidad de MVIIC nos ha permitido encon-
trar el eslabén perdido en esa compleja cade-
na de multiples canales de Ca?+ y secrecién,
El furnidipino por un lado y la MVIIC por otro
reducen a la mitad la secrecién y la combina-
cién de los dos la abole. Asf pues, la célula cro-
mafin bovina en cultivos primarios expresa
cuatro subtipos de canales de Ca2+ (L, N, P,
Q), pero sélo dos, los Ly los Q, parecen estar
estrechamente vinculados a la regulacién de
la exocitosis.

Nuestros resultados chocan parcialmente con
otros presentados en un estudio reciente, en los
que se midié, simultdneamente, en una Unica
célula cromafin, la corriente global de Ca?+ y la
secrecioén, esta mediante la capacitancia eléc-
trica de la membrana®. En este estudio se
concluye que la corriente global de Ca?+ en la
célula cromafin bovina consta sélo de 3 com-
ponentes, L, Ny P. Se asevera que los 3 cana-
les contribuyen al control de la secrecién, pero
los L poseen un peso especfifico considerable-
mente mayor. Para explicar esta discrepancia
podrfan esgrimirse diferencias metodolégicas en
el cultivo de las células, en disefios experimen-
tales o0 en la técnica utilizada para medir la se-
crecién. Artalejo et al®® utilizaron técnicas de
patch-clamp y capacitancia para medir corrien-
tes de Ca®+ y secrecién, respectivamente. No-
sotros utilizamos técnicas de patch-clamp para
medir corrientes, amperometrfa y fluorescencia
para cuantificar secrecién y, ademds, cuantifi-
camos la captacion de “Ca?+ y medimos los
cambios de la [Ca?+],. Por lo demés, las neu-
rotoxinas que utilizamos son las mismas. Por tan-
to, el hecho de que nosotros adscribamos al con-
trol de la secrecién a canales Q y L y Artalejo
et al* a canales L, N y P constituye una dis-
crepancia tan drdstica que es dificil de reconci-
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liar aduciendo, tan sélo, diferencias metodold-
gicas.

Una hipétesis y un modelo

del plasmalema en las que la exocitosis no tie-
ne lugar.

Implicaciones farmacoterapicas

Enlasuprarrenal intacta, las células croma-
fines de su médula liberan, directamente a la
circulacién, sus catecolaminas adrenalina y
noradrenalina. Para que nuestro organismo
responda adecuadamente con reacciones de
alerta, lucha o huida ante una determinada si-
tuacién de estrés o peligro, la secrecién de ca-
tecolaminas debe ser rapida, contundente y
precisa. Es légico, pues, que los sitios activos
de secrecién se localicen preferentemente en
la zona del plasmalema que mira a la luz vas-
cular (fig. 3). Esta especializacién geogréfica
de la secrecidn sugiere gue los canales de
Ca?+ de los subtipos Q y L deben colocalizar-
se con los sitios activos exocitéticos, en la su-
perficie celular que mira a los vasos. De esta
manera, cuando el nervio esplacnico activa la
célula cromafin mediante la secrecién de ace-
tilcolina, esta genera potenciales de accién que
selecionan, seguramente, los 4 canales de
Ca2+. Pero sblo el Ca?+ que entra por los Ly
los Q es capaz, por su localizacién estratégi-
ca, de generar una rapida y transitoria eleva-
cién de la [Ca?+], de varias decenas de umol.
Esta es una sefial, pues, altamente localizada
en un microdominio de la célula cromafin, cer-
cano al plasmalema de la superficie secreto-
ra, alll en donde las vesiculas permanecen an-
cladas a la membrana, dispuestas para expeler
su contenido catecolaminérgico a la circulacién
€n unos pocos ms.

Como comentamos al principio, el Ca?* re-
gula multitud de procesos biolégicos. Una cé-
lula como la cromafin debe asegurar una se-
crecién continuada de catecolaminas en
situaciones de estrés prolongados. El transpor-
te de nuevas vesiculas para reponer las ya uti-
lizadas, la sintesis de catecolaminas median-
te enzimas que requieren para su activacién
una fosforilacién, o la expresién de los genes
que dirigen la sintesis de estos u otras enzimas
son todos fenémenos Ca?+-dependientes. Sin
embargo, los valores de [Ca2+], que requieren
son sustancialmente menores, y tampoco pre-
cisan cambios o gradientes tan bruscos como
los que necesita la maquinaria secretora para
funcionar con extremada rapidez. Es plausible
gue esos incrementos de la [Ca?+]; en microdo-
minios de la maquinaria secretora se produzcan
por via de los canales N y P que, en la célula
cromafin bovina, estarfan ubicados en las zonas

La sobrecarga de las células con un exceso
de Ca?+ es un mecanismo citotdxico que pue-
de causar su muerte. De hecho, se acepta que
la excesiva entrada de Ca?+ constituye un me-
canismo patogénico crucial en varias enferme-
dades del aparato cardiovascular y del sistema
nervioso central, por ejemplo, la hipertension,
la enfermedad isquémica coronaria, el infarto
de miocardio o el ictus. La acumulacién excesi-
va de Ca?* en neuronas se ha asociado tam-
bién a enfermedades neurodegenerativas de
evolucién crdnica del tipo enfermedad de Alz-
heimer o de Parkinson. EI Ca2+ parece desem-
pefiar también un importante papel en patolo-
gias del tipo de la epilepsia, que cursan con una
hiperexcitabilidad neuronal. Dada esta rica pa-
tologfa, no es extrafio que la mayorfa de los es-
fuerzos para la busqueda y desarrollo de farma-
cos que interfieren con la homeostasis celular
del Ca?* se hayan canalizado hacia la preven-
cién de la entrada y la sobrecarga celular de
Ca?+.

Los denominados actualmente antagonistas
del calcio®, bloqueadores de la entrada de
Ca?+, o blogueadores de canales de Ca?+ inhi-
ben selectivamente los canales del subtipo L.
Constituyen un grupo heterogéneo de molécu-
las con gran relevancia en el tratamiento de en-
fermedades del aparato cardiovascular. Aparte
de sus ya clasicas indicaciones en el tratamien-
to de la hipertensidn y de la isquemia corona-
ria, se estéa en este momento resaltando su ac-
tividad citoprotectora por prevenir la sobrecarga
de Ca?* en situaciones de isquemia tisular.
Tanto a nivel preclinico como clinico existen nu-
merosos datos que apoyan esta actividad. Son
los siguientes: 1) a nivel cardfaco, el verapamilo
y el diltiazem, pero no el nifedipino, disminuyen
la incidencia de reinfartos y la mortalidad en pa-
cientes con infarto agudo de miocardio®3; 2)
a nivel cerebral, el nimodipino previene las se-
cuelas neurolégicas tras una hemorragia sub-
aracnoidea, y la flunarizina posee claros efec-
tos antimigrafiosos; 3) algunas dihidropiridinas
(nifedipino, lacidipino, isradipino), el verapami-
lo y el diltiazem poseen potencial antiaterogé-
nico, y 4) el verapamilo, el diltiazem y el nitren-
dipino protegen frente a la toxicidad renal
producida por radiocontrastes; ademas, el ve-
rapamilo protege frente a la nefrotoxicidad in-
ducida por ciclosporina.
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En la actualidad se estan investigando mu-
chos nuevos bloqueadores de canales L, y tam-
bién algunos activadores. Se persigue encontrar
una mayor selectividad tisular y un mejor perfil
farmacocinético. Especialmente relevantes son
la citoproteccion y el potencial antiaterogénico,
asf como sus posibles aplicaciones no cardio-
vasculares (p. €]., enfermedades del tipo del co-
lon irritable, con alteraciones secretoras y mo-
toras del tracto gastrointestinal).

La farmacologia de los canales de Ca?+ no L
esta por descubrir. Tan sélo disponemos de neu-
rotoxinas, que se han utilizado recientemente en
modelos de isquemia cerebral para conocer sus
posibles efectos neuroprotectores®. Por ejem-
plo, con una Unica inyeccidn en bolo de w-
conotoxina MVIIA (MVIIA), un inhibidor reversi-
ble de los canales de Ca?' N, se produce una
neuroproteccion significativa cuando el péptido
se administra 24 h antes de la agresién isqué-
mica. La toxina protegié las neuronas piramida-
les de &rea CAl del hipocampo de rata, frente
al dafio producido por una isquemia cerebral
global. Sin embargo, la MVIIC, que bloquea ca-
nales Q con mayor afinidad que los Ny P, no
produjo neuroproteccién. La MVIIC si fue eficaz
para reducir el volumen de infarto neocortical
en modelos de isquemia focal de cerebro de
rata. La toxina es eficaz tanto si se administra
durante la oclusién como tras el episodio isqué-
mico, lo que sugiere que la ventana terapéutica
para instaurar un tratamiento postictus puede
ser mayor de lo que se pensaba. Estos datos,
aungue aun son preliminares y escasos, sugie-
ren que los conopéptidos y sus derivados pue-
den ser Utiles en la profilaxis del dafo neuronal
secundario a un accidente isquémico por ictus,
parada cardfaca, trauma craneal o trauma de
la médula espinal.

Los blogueadores de canales N podrian tam-
bién ser eficaces en otros sindromes especffi-
cos del sistema nervioso central. Por ejemplo,
la administracion intratecal de MVIIA abole la
respuesta nociceptiva observada con el test de
formalina en la pata trasera de la rata. Por otra
parte, la alodinia tactil se suprimié selectiva-
mente en un modelo de dolor neuropatico tras
la administracidn intratecal de MVIIA; este
efecto fue 100 veces més potente que el de
morfina.

Perspectivas farmacoterapicas

ra hematoencefalica) y su répida degradacién
por via oral. Por tanto, los esfuerzos deben diri-
girse a la sintesis de moléculas no peptidicas
que blogueen uno u otro subtipo de canal de
Ca?*. Una de las estrategias que se estan si-
guiendo consiste en esclarecer la estructura mo-
lecular de neurotoxinas conocidas. Asl, esclare-
cer la estructura tridimensional de conotoxinas
y agatoxinas constituye el primer paso para la
comprension de los determinantes moleculares
que les confieren selectividad para unirse a un
determinado canal. Con esta idea, hemos defi-
nido recientemente la estructura tridimensional
de la GVIA, mediante el uso de técnicas de re-
sonancia magnética nuclear de protones®. La
estructura es globular; la molécula en solucién
se dobla y estabiliza mediante 3 puentes disul-
furo y varios enlaces de hidrégeno intramolecu-
lares. En la periferia se encuentran 14 grupos
hidroxilo, completamente expuestos al solven-
te. Estos grupos, mas las cadenas laterales de
lisina y arginina con residucs polares, que emer-
gen radialmente del niicleo peptidico, propor-
cionan elementos especificos de reconocimiento
para la interaccion de la toxina con el canal neu-
ronal N. En la actualidad, en colaboracion con
J Alvarez-Builla (Universidad de Alcald de He-
nares), estamos intentando sintetizar moléculas
no peptidicas basandonos en los farmacdforos
de la GVIA, que pudieran bloquear selectiva-
mente los canales de Ca?+ del subtipo N.

Otra importante pregunta por contestar se re-
laciona con la definicién del ndmero.de cana-
les de Ca?+ que controlan la liberacion de neu-
rotransmisores. Se han identificado ya muchos
subtipos de receptores para varios neurotrans-
misores (cinco para dopamina, 12 para seroto-
nina). Es plausible,. pues, que la liberacién de
un neurotransmisor pudiera controlarse por sub-
tipos de canales de Ca?+ diferentes, de acuer-
do con el tipo de receptor presente en una de-
terminada sinapsis.

Finalmente, cabe preguntarse hasta dénde va-
mos a llegar con esta creciente diversidad de
canales de Ca?+ y cudl es la funcién especffi-
ca de cada subtipo de canal. En cualquier caso,
esta enorme complejidad tiene un lado positi-
vo, y es la diversidad de dianas para buscar far-
macos cada vez mas selectivos que modulen
uno u otro subtipo de canal de Ca?+.

Resumen

El uso clinico de péptidos que bloqueen ca-
nales de Ca?- neuronales estd condicionado
por su limitada difusién (no atraviesan la barre-
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Dada la diversidad de funciones fisiolégicas
que controla el catién Ca?+, no debe sopren-
dernos el creciente nimero de subtipos de ca-
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nales de Ca?+ voltajecdependientes (L, N, P. Q,
T) que se estan identificando y caracterizando.
No es dificil entender que un canal L contrcle
la contractilidad miocdrdica, uno, T, el marca-
pasos de una neurona y otro, N, la liberacién
de noradrenalina en neuronas simpaticas. Sin
embargo, cuando como en el caso de la célula
cromafin bovina se expresan varios subtipos de
canales de Ca?* simultdneamente (L, N, Py Q)
surge la pregunta inevitable de para qué tanto
canal en una misma célula. Si damos crédito
a la selectividad de las neurotoxinas para iden-
tificarlos, la secrecidén de catecclaminas en la
célula cromafin bovina se contrala por canales
Ly Q. En la célula cromafin de gato se expre-
san por igual los canales Ly N, pero son los L
los que dominan el proceso secretor. Estos ha-
llazgos nos han conducido a postular la hipéte-
sis de que ciertos subtipos de canales de Ca?+
qgue dominan el control de la secrecién (los Q
y L enla célula cromafin bovina, los L en la feli-
na) se encontrarian apifados en lugares cerca-
nos a la maquinaria secretora. De esta mane-
ra, al despolarizarse la célula cromafin y
seleccionarse sus canales de Ca?*, se produci-
tian rapidas y drasticas elevaciones de la
[Ca2+],, pero sdlo en aquellos micredominios
del subplasmalema especializados para secre-
tar. De esta manera, el resto de la célula estaria
a salvo de una exposicidn masiva de Ca2+, que
podria serle nociva. El Ca?+ que penetra en la
célulz por canales no acoplados a la maguina-
ria secretora (N y P en la célula cromafin bovi-
na, N en la felina) servirfa otras funciones ceiu-
lares Ca?+-dependientes, pero no relacionadas
de inmediato con la exocitosis rapida. Si bien
los canales de Ca?* del tipo L poseen una rica
farmacologia, con clara proyeccion clinica en en-
fermedades cardiovasculares y neurolégicas (an-
gina, hipertension, ictus o migrafa), los cana-
les no L carecen de farmacologfa. El reciente
esclarecimiento de lz estructura tridimensional
de algunas neurotoxinas peptidicas permitira uti-
lizarlas de «molde» para el disefio y sintesis de
compuestos con afinidad selectiva por uno u
otro subtipo de canal de Ca?+ neuronal. La cre-
ciente diversidad de canales de Ca?+ dificulta
ta comprension de su relevancia fisioldgica y fi-
siopatolégica. Pero, como contrapartida, plan-
tea el reto de la blsqueda de antagonistas del
calcio y de agonistas del calcio con una pronun-
ciada selectividad neuronal. Varias enfermeda-
des neurodegenerativas (enfermedad de Alzhei-
mer o de Parkinson), neurolégicas (epilepsia) y
psiguidtricas (demencias o depresién), asi como
los cuadros de isquemia cerebral, podrian be-

neficiarse de esta estrategia antes de que ter-
mine esta década del cerebro.
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M. Criapo: ;Cudntas clases de células croma-
fines hay?, o cuando hablamos de las células
cromafines en la médula adrenal de distintas
especies, ;son estas células tan homogéneas?

A.G. Garcla; En bovino, por ejemplo, el 40%
son células noradrenérgicas, el 60% adrenér-
gicas, en el hombre predomina fundamental-
mente la adrenalina, es decir, hay variaciones
en funcién de la especie. Lo que no existen
son células que fabriquen las dos catecolami-
nas, aunque algunos autores han sugerido que
un pequeno porcentaje serfan células mixtas.

M. Criabo: Quisiera hacerle otra pregunta, ;es
posible que la expresidn de canales se afecte
en cultivo?

A.G. Garcla: Por supuesto. Como antes ha se-
fialado el Dr. Gandfa es muy posible que la
expresién de canales L y/o N se incremente
con la edad de las células. Aunque muchos
grupos trabajan con cultivos heterogéneos, he-
mos elaborado una tecnologfa para separar
poblaciones homogéneas de células. Otra
cosa que queremos hacer es trabajar en ro-
dajas de médula adrenal. Al igual que se tra-
baja en rodajas de hipocampo, queremos tra-
bajar en rodajas de médula adrenal, para
conocer in situ la proporcién existente de cada
subtipo de canales de calcio en la célula cro-
mafin.

V. Cefa: En principio yo estoy absolutamente
de acuerdo con una microanatomia regional
de los canales, y no sélo en la célula croma-
fin, sino que hay otros sistemas donde pare-
ce ser por datos indirectos que también exis-
te. Uno de estos sistemas es el hipocampo
donde hay corrientes llevadas por determina-
dos canales cuyo bloqueo no afecta la secre-
cién de glutamato. Querfa ademas plantearle
una cuestién. Cuando se despolariza una cé-
lula con concentraciones elevadas de potasio
extracelular, la sefial intracelular de calcio se
eleva y permanece elevada incluso durante
minutos hasta que desaparece la concentra-
cién extracelular de calcio. Desde un punto
de vista, digamos, electrofisiolégico, pensan-
do en la cinética de los canales, parece im-

probable que un canal de calcio esté abierto
durante un minuto seguido en respuesta a
despolarizacion. La pregunta es ;qué meca-
nismos podrfan estar implicados en este man-
tenimiento de una sefial intracelular de calcio
elevada, justo hasta que cesa el estimulo des-
polarizante, aunque este periodo de tiempo
dure un minuto?

A.G. Garcia: Hay canales que estdn abiertos

toda la vida, es decir, que un canal de calcio
puede estar abierto minutos. Usted ha hecho
experimentos aplicando hasta 5 pulsos despo-
larizantes y ha observado que puede haber
una inactivacién de canales que es gradual,
y hunca vemos a los canales totalmente inacti-
vados y totalmente activados, sino que estédn
continuamente pasando de un estado a otro.
Puede que alguno de los subtipos de canales
gue estamos viendo contribuyan de forma im-
portante al mantenimiento de esa senal de cal-
cio ya que se inactivan muy lentamente.

V. Cefa: Es que la corriente neta de entrada en

respuesta a un pulsc despolarizante desapa-
rece a los 10s, y es un hecho que bastante
gente ha comprobado que un pulso despola-
rizante eléctrico mantiene los valores de cal-
cio intracelular elevados incluso durante va-
rios minutos hasta que cesa dicho pulso,
mientras que sin cambios en el voltaje la co-
rriente neta de entrada desaparece como mu-
cho en 10s.

J.E. Esquerpa: Como usted ha hecho algunas

referencias a la accién letal del calcio, me gus-
tarfa hacer un comentario al margen sobre la
accién «vital» del calcio. Desde hace algin
tiempo se conoce que las neuronas presen-
tan dependencia de factores neurotréficos y
gue la retirada de estos factores comporta la
muerte por apoptosis de las mismas. In vitro,
este tipo de muerte neuronal se evita simple-
mente por la accién despolarizante de un me-
dio de cultivo con potasio elevado; es decir,
que elevaciones moderadas del calcio intra-
celular pueden sustituir la accién tréfica me-
diada por factores neurotréficos. En este sen-
tido, la sefial del calcio es una senal vital.
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A.G. Garcia: En relacién con su comentario, re-
cuerdo que existe comercialmente un medio
de cultivo que favorece la emisién de prolon-
gaciones por las neuronas y que tiene una con-
centracién ligeramente elevada de potasio; el
Bay K 8644 también favorece la emisién de
prolongaciones, y el factor de crecimiento ner-
vioso eleva ligeramente las concentraciones de
calcio. Estoy de acuerdo con usted en que una
pequena elevacién de la concentracién de cal-
cio constituye una sefial tréfica para las neu-
ronas.

J. Lorez Barneo: Las células cromafines, como
usted ha demostrado in vivo, estdn polariza-
das funcionalmente y liberan en la zona cer-
cana a donde estd el vaso, ;sabe si hay al-
guien que haya hecho experimentos para
demostrar si los canales que se relacionan con
la secrecién, ya sean L, P 0 Q se distribuyen
en forma de clusters, es decir, en cimulos de
canales? Esto parecerfa logico y apoyaria la
idea de que en un modelo presindptico, que
es lo que en definitiva es la célula cromafin,
los canales que participan en la secrecion
como en un terminal presindptico cldsico se
acumulan justo donde estédn las vesiculas.

A.G. Garcia: Hay dos formas de estudiar este
aspecto, una mediante autorradiograffa con
moléculas yodadas como la w-conotoxina
GVIA, que es poco discriminativa, y otra con
moléculas fluorescentes. En nuestro grupo te-
nemos previsto trabajar con estas moléculas
fluorescentes en cuanto dispongamos de ellas.
Hasta el momento, diversos grupos han co-
municado datos que permiten inferir indirec-
tamente que esto es asi. El problema en es-
tas células pequenas como las nuestras es que
estos estudios para idénticos agrupamientos
de canales son diffciles.

J. MarsaL: Como en las células cromafines coe-
xisten las catecolaminas y el ATP, en nuestro
modelo coexisten la acetilcolina y el ATP, y con
la w-conotoxina GVIA lo que hacemos es prac-
ticamente no modificar la secrecién de acetil-
colina y en cambio inhibir totalmente la secre-
cién de ATP. No sé si usted tiene una
explicacién para eso. Por el contrario, la FTX
inhibe la secrecién de ambos, tanto de acetil-
colina como de ATP en nuestro modelo. ;Que-
rrfa preguntarle si ha estudiado la secrecion
de ATP utilizando estos antagonistas y si ha
visto alguna modificacién.

A.G. Garcia; Tenemos datos publicados de co-
secrecién de catecolaminas y de ATP y no
existe un paralelismo total entre ambas secre-
ciones. Creo que todos los investigadores que
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trabajan en célula cromafin aceptan que las
catecolaminas y el ATP estan coalmacenados.
A mi, personalmente, me parece diffcil que de
la misma célula 2 sustancias que estan coal-
macenadas en la misma vesicula se secreten
en funcién de la entrada de iones calcio por
vias distintas.

J. MarsaL: ;Como sabe que coeixsten en una

misma vesicula en todas las vesiculas, las ca-
tecolaminas y el ATP?

A.G. Garcia: Eso es diffcil de saber. Como usted

conoce, las técnicas de separacién de vesicu-
las por centrifugacién diferencial proporcionan
preparaciones con una gran homogeneidad
de vesiculas cromafines: hasta el momento,
nadie puede asegurar que se trate de un solo
tipo de vesiculas.

B. Scria: De los registros que mostraba usted
en los que variaba la concentracién de calcio,
parece interfirse que existe una buena corre-
lacién entre la liberacién de catecolaminas y
la primera derivada de la concentracién de
calcio, fa velocidad con la que varfa la concen-
tracién de calcio. ;Cémo se podria conciliar
esta observacién con algo que parece bien
aceptado como son los cambios transitorios
répidos muy localizados dentro de las estruc-
turas?

A.G. Garcia: Creo que estos experimentos tie-

nen la limitacién de la baja resolucién es-
paciotemporal de las técnicas que estamos
utilizando. Ahora mismo estamos reconside-
rando todas estas hipdtesis que hemos ex-
puesto aqui, y que se basan en estudios rea-
lizados en poblaciones celulares, con nuevos
estudios en célula Unica; estamos midiendo
simultdneamente corrientes de calcio, senal
de calcio y secrecién en la misma célula cro-
mafin, y estamos empezando a manejar es-
tas técnicas con cierta soltura. Esperamos que
esta estrategia nos ayudaré a corroborar o re-
chazar nuestra hip6tesis original sobre la lo-
calizacién de ciertos subtipos de canales de
calcio en lugares préximos a la maquinaria se-
cretora.

M. VaLDEOLMILLOS: En la célula beta como en la
célula cromafin, la secrecién es dependiente
de calcio. Ahora bien, después de una primera
fase lo que cada vez cobra mas cuerpo es que
quiza el calcio no es la sefial primaria, sino
que la cantidad de liberacién estd modulada
por otros segundos mensajeros, en concreto
parece ser que los valores de AMP ciclico tie-
nen un papel fundamental, ;qué se sabe con
respecto a AMP ciclico a otros segundos men-
sajeros en células cromafines?
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A.G. Garcia: Se sabe mucho y nada. Mucho
porque hay bastante literatura y nada porque
los distintos grupos de investigadores no se po-
nen de acuerdo en cuanto al papel del AMP
ciclico y de la PKA en la regulacién de la exo-
citosis. Sin embargo, creo que convendria te-
ner en cuenta que la secrecién total depende
del calcio en un rango muy estrecho.

X. Guimart: Con respecto al AMP ciclico sélo

quisiera afiadir una cosa. No olvidemos que
la tirosin hidroxilasa es uno de los sustratos
mas conocidos de la proteincinasa Ay la fos-
forilacién de la tirosinhidroxilasa es imprescin-
dible para la sintesis de noradrenalina, por tan-
to, creo que en este proceso de secrecién
continuada, la participacién de segundos men-
sajeros como el AMP ciclico debe ser impor-
tantisima.
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