PATOLOGIA DE LOS CANALES IONICOS:
CANALOPATIAS

En los altimos afios, se han descrito diversas enfermedades con-
génitas asociadas a la presencia de mutaciones en los genes que
codifican las subunidades de los canales iénicos. Hablamos, por
tanto, de enfermedades de los canales iénicos o canalopatias (Meis-
ler y cols., 2001). Utilizando técnicas de biologia molecular y de
electrofisiologia se han podido clonar y expresar los genes que co-
difican las subunidades de los canales iénicos y caracterizar las co-
rrientes en los canales nativos o mutados. Hoy sabemos que las
mutaciones de los canales de Na, Ca, K v Cl son responsables de
cuadros de epilepsia, ataxia, degeneracién neuronal, miotonia, hi-
pertermia maligna, arritmias o hipoglucemia, los defectos del
transporte transepitelial de la fibrosis cistica o del sindrome de
Bartter y que las de los canales de Cl, localizados en organelas in-
tracelulares, pueden producir litiasis renal v osteopetrosis (Acker-
man y Clapham, 1997; Lehman-Horn y Jurkat-Rott, 1999; Cooper
y Jan 1999; Catterall, 2000; Missiaen y cols., 2000; Hiubner y
Jentsch, 2002).

Las mutaciones de los genes que codifican los canales iénicos pue-
den aumentar o inhibir una determinada funcién celular. La pérdida
de funcionalidad conduce con frecuencia a una enfermedad recesiva
(p.j. en la (ibrosis quistica o en la enfermedad de Bartter). Sin em-
bargo, dado que los canales estan formados por varias subunidades,
algunas de las mutadas no se ensamblan con las nativas y ejercen un
efecto dominante negativo, por lo que la pérdida de la funcién puede
reducir la corriente iénica mas del 50% esperado en un paciente he-
terozigoto. Esta reduccién de la funcién puede ser de hasta un 75%
en un canal dimérico (canales de Cl) o un 90% en canales tetraméri-
cos (p.ej. de K). Asi pues, dependiendo de la presencia o ausencia de
efectos dominantes negativos, mutaciones producidas en un mismo
gen pueden producir una enfermedad recesiva o dominante. Tal es el
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caso del canal de Cl, en el que una mutacién puede producir una mio-
tonfa congénita dominante (enfermedad de Thomsen) o recesiva (en-
fermedad de Becker). Sin embargo, estas distinciones no son absolu-
tas, pudiendo existir mutaciones con efectos dominantes negativos
limite que podrian producir una miotonia congénita dominante en
unas familias y recesiva en otras.

Por otro lado, las mutaciones que producen un aumento de la fun-
cién del canal se heredan de forma dominante. Este es el caso de las
mutaciones de los canales de Na, que se asocian a la inhibicién del
proceso de inactivacién, a alteraciones en la dependencia de voltaje
del proceso de inactivacién o a un retraso en el acoplamiento de los
procesos de activacion e inactivacién. El aumento de la funcién se
asocia a un fenotipo dominante, ya que es suficiente con que un pe-
queino porcentaje de canales de Na no se inactiven para que se pro-
duzca despolarizacion del potencial de membrana, actividad repetiti-
va y paralisis muscular. Las mutaciones de los canales de Na
musculares cardiacos y esqueléticos y neuronales se asocian a la apa-
ricién de arritmias, paramiotonia y diversos tipos de epilepsia y las
de los canales de Na epiteliales producen la hipertensién arterial del
sindrome de Liddle.

Tanto la pérdida de funcién asociada a la presencia de mutaciones
en los canales neuronales de K y Cl como ¢l aumento de funcién pro-
ducido por mutaciones en los canales neuronales de Na producen hi-
perexcitabilidad neuronal y epilepsia.

En los 1ltimos afos, se ha realizado una llamada de atencién so-
bre las consecuencias genéticas que podria conllevar la cria selecti-
va e intensiva de determinados fenotipos en algunas razas de cerdos
y caballos (Cunningham, 1991). En esta tltima especie, se han des-
crito diversas enfermedades de base hereditaria, tales como la pa-
rélisis hiperpotasémica periddica, la inmunodeficiencia de los caba-
llos arabes, la abiotrofia cerebelosa, la osteocondrosis y la
mieloencefalopatia equina degenerativa. Estos cuadros, junto al sin-
drome del estrés porcino y la miotonia congénita de ratas, cabras y
perros, han ampliado el espectro de la Patologia Veterinaria asocia-
da a canalopatias. A todo ello deberiamos unir las mutaciones es-
pontineas que aparecen en el ratén y que han permitido ampliar el
espectro de las canalopatias hasta un punto impensable tan sélo hace
5 anos (Tabla 1).
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TasLa 1

Principales canalopatias asociadas a mutaciones de los canales voltaje-dependientes

Gen Locus

Tipo de canal
fenfermedad

Expresién tisular

CANALES DE SODIO
SCNIA 2q24

SCNIB  19g13.1

SCN2AL  2q23-4
SCN2A2  2q23-241

SCN2B
SCN3A 2q24-3%
SCN4A 17q23.1-25.3

SCN4B
SCNSA  3p2l

SCNbA 2q21-23
SCN7A
SCNB8A 12q13

SCNOA  2q24
SCNIOA  3p21-24

SCNI1A  Ip21-24

CANALES DE CALCIO
CACNAIA  19p131
CACNL1A4

CACNALB  9q34
CACNLIAS
CACNAIC  12p13.3
CACNLIAI

CACNALD 3pld3

vd, Na 1.1 al

Epilepsia con convulsiones febriles

Epilepsia mioclénica
vd, Na 1.1 pl
Convulsiones febriles
vd, Na 1.2 al
vd, Na 12 a2

Epilepsia con convulsiones [ebriles

vd, Na 1.2 p2
vd, Na,1.3 el
vd, Na,14 ol
Paramiotonia congémita

Parilisis periédica hiperpotasémica
Miotonfa que responde a acetazolamida

Miotonfa permanente/fluctuante
Paralisis hipopotasémica

vd, B

v, Na 1.5 ai

Sindrome de Romano-Ward LQT3

Fibrilacién ventricular

Blogueo cardiace familiar progresivo tipo I

Sindrome de Brogada

v, Na, al

vd, Na, al

v, Na 1.6 al

Procesos newrodegenerativos
Ratones jolting

vd, Na 1.7 al

vd, Na,1.8 al, TTXr

vd, Na 19, TTXr

Ca,2.1afb, a,, del canal P/Q
Migrana hemiplégica familiar
Ratones roller y rocker

Ataxia episddica tipo 2
Ratones fottering v learer
Ataxia espinocerebelosa tipo 6
Ca2.2ab, a,; del canal N

Ca,l.2, a, del canal L
Cal.2a
Cal.2b
Cal.2s
Ca,l.3, @y del canal L

SNC

SNC, corazon, ME

SNC y periférico
SNC

S\C
ME

Corazén, ME fetal

Corazén, dtero, ME, astrocitos
Corazon, dtero, ME, astrocitos
SNC

Tiroides, adrenal
Neuronas sensoriales
Ganglios dorsales

SNC, coclea, cerebelo,
hipocampo, rifién,
MOtONELTonas

SNC vy periférico

Corazén
CML

Cerebro, corazon, adrenales, hipofisis

SNC, péncreas, rifion




TaBra |

Principales canalopatias asociadas a mutaciones de los canales voltaje-dependientes (continuacion)

Tipo de canal o
Gen Lacus Jenfermedad Expresion tisular
CACNL1A2 Céclea, ovario
CACNAIE  1g23-31 Ca2.3alb, u del canal R SNC v periférico
CACNLIAS Corazén, hipofisis

CACNAIF  Xpll.23-11.22

CACNALG  17q22
CACNAIH  16pl33
CACNAIT  22¢12.3-13.2
CACNALS  1g31-32
CACNLI1A3

CACNY 72122
CACNL2A

CACNBl  17q21-22
CACNB2  10p12
CACNLB2

CACNB3 1213
CACNLB3

CACNBY  2q22-3

CACNGL  17gM4

CACNGZ  22q13 0 8¢24

RRi 19913.1

RyR2 lg42-1-42

RyR3 15q14-15

CANALES DE POTASIO

Cal4, ag del canal L

Ceguera nochma ligada al cromosoma X

Retinitis pigmentaria
Ca3.1, a, del canal T
Ca3.2a, o, del canal T
Ca33

Cal.l, agdel canal L
Hipertermia maligna

Pardlisis periédica hipopotasémica familiar

Disgenesia muscular del ratén
0,fd

Ratones dicky

p1

p2

B3
B4

Epilepsia miocldnica juvenil
Egilepsia idiopética generalizada
Ataxia episddica tipo 2
Ratén lethargic

7

2

Ausencia epiléptica

Ratones stargazer v waggler
Hipertermia maligna
Sindrome del estrés porcino
Enfermedad central
Cardiomiopatias

Taquicardia ventricular catecolaminérgica

Retina, hipofisis

Cerebro

Cerebro, corazén, rindn, higado
Cerebro, corazon

ME

a,: ME, corazén, cerebro

Uy 20T

ME, cerebro, corazon

Cerebro, corazén, pulmoén, aorta

Cerebro, corazén, ME, CMLY

Tréquea, ovario, colon
Cerebro, rifién

ME, pulmén,
Cerebro

ME, cerebro, adrenales
bazo

Corazén, CML, cerebro

Displasia ventricular derecha arritmogénica tipo 2

Opisttonos

[. Canales con 6 segmentos transmembrana y 1 poro

Canales Kv Shaker
KCNAL  12p13

KCNAIB  3g26.1
KCNA2 1

KCNA2ZB  1p36.3
KCNA3 1p21-p13.3

Shaker 1 (KvL.1)
Ataxia episddica tipo 1
Kvpl.if13

Kvl.2

Kvp1.2

Kvl.3

Cerebro, ME neonatal, epitelio

Neuronas, corazon, ME
retina, pincreas

SNC, nervios, corazén, péncreas

ME, linfecitos, pulmén, bazo
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TaBra 1
Principales canalopatias asociadas a mutaciones de los canales voltaje-dependientes (continuacion)

Tipo de canal -
Gen Locus fenfernnedad Expresidn tisular
KCNAY 1g134-q14.1 Kvig SNC, nervios, corazén
ME fetal, pancreas
KCNA{L  [2pl33-13.2
KCNA3 {2p133-13.2 Kvl3 Cerebro, corazén, rifion,
Pulmdn, ME
KCNAH 12pl3 Kvl.6 Cerebro, péncreas
KCNA7 199133 Kvl7 ME, corazdn, péncreas
KCNAS KCiNQ1L
KCNA9 KCNQI
Subunidades B de los canales Kv
KCNABI  3g26.1 Kvfil Cerebro (Kvpl.1), corazdn (Kvp1.2)
KCNAB?  1p36.3 Kvfi2 Cerebro, corazén
KCNAB3  17pl31 Kvpd Cerebro
Canales Kv Shab
KCNBI 20g13.2 Shab Kv2.1 Cerebro, corazén, rifién, retina,
ME
KCNB2 Kv2.2 Cerebro, retina, corazén
Canales Kv Shaw
KCKNCI Lpl3.d Shaw Kv3.1 Cerebro, ME, linfociios
KCNC2 19913.3-134 K32 Cerebro
KCRC3 19913.3-q134 Kv33 Cerebro, higado
KCNC4 1p2i Kvid Cerebro, ME
Canales Kv Shal
KCNDI1 Xplt.23-plt3 Shal Kvd.1 Cerebro, corazon, rifién, pulmén,
placenta, péncreas
KCND2  7¢31-32 Kvd.2 Cerebro, corazén, aorla
KCND3 ipl32 Ked3 Cerebro, corazén
Hipertrofia cardfaca
Kvi3 Cerebro
Kvé.1 Cerebro
KCNE2 1892218423 Kvb.2 Corazdn
KCNS1 Kv9.1 Cerebro
KCNS? g2 Kv9.2 Cerebro
KCNS3 Ipi4 K9.3 Pulmén, cerebro, CML
KCNFL pl5 KH1 ME, corazén
KCNGI 20q13 KH2 Cerebro, ME, placenta
Ether-a-go-go
KCNHI 1g32-gH EAG Cerebro

Human ether-a-go-go

KCNH2 7935936 HERG Corazén, cerebro
Sindrome de Romana-Ward LQT2
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Prineipales canalopatias asociadas a mutaciones de los canales voltaje-dependientes (conrinuacion)

Taera 1

Gen Locus 1/,-2‘[:1 (;fefizijzsl Expresicn tisular

KCNH3  12q13 BECI Cerebro

KCNH4 BEC2 Cerebro

KCNE{ 21q22.1-q222 MinK Rifién, dtero, corazén, retina
Sindrome de Romano-Ward LOT5
Sindrome de Jervell-Lange-Nielsen

KCNE2 21221 MirP1 Corazdn
Sindrome de Romano-Ward LOT6

KCNE3 Mirp2 Intestino, rifion
Pardlisis periédica

Canales KvLQT!

KCNOQI 11p155 KvLOT# Corazén, céclea, rifion

pulmén, cofon

Sordera congénita bilateral
Sindrome de Jervell-Lange-Nielsen
Sindrome de Romano-Ward LQT1

KCNQZ 209133 KvLQT2 Cerebro, neuronas
Convulsiones neonatales benignas

KCNQ3 8q24.22.243 KvLQT3 Cerebro, neuronas
Convulsiones neonatales benignas

KCNQ4  1pH KvLQT# Oido interno, via auditiva
Sordera bilateral

KCNQ3  6ql4 KvLQT3 Cerebro, ME

Il Canales con 2 segmentos transmembrana y 1 poro

Canales que presentan rectificacion inferna

KCNJ1
KCNT2

KCNT3
KCNJ4
KCNI3
KCNJ6

KCNI8
KCNIS
KCNJ10
KCNI11

KCNJ12

11q24
17

2g24.1
22q13.1
11g24
21q22.1-q22.2

12p1.23
1g21-23
1q22-23
11pl3.1

17pl1.2-plLl

Kirl.1-1.3

Sindrome de Bartter
Kir2.1

Sindrome de Andersen
Kir3.t

Kir2.3

Kir34

Kir3.2

Ratones weaver atdxicos
Neurodegeneracidn
Kir6.1

Kir3.3

Kirl.2, Kir4.]

Kir.2

o K(ATF)

Hipoglucemia hiperinsulinémica
persistente de la infancia
Kir2.2

Rifion, péncreas
ME, corazén, CML, cerebra

Corazén, cerebelo
Cerebro, corazén, ME
Corazdn, pancreas
Cerebelo, pancreas

Cerebio, corazdn, ME, CML
Cerebro

Glfa

Péncreas

Corazon
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TabrLa 1

Principales canalopatias asociadas a mutaciones de los canales voltaje-dependientes (continuacién)

Tipo de canal o
Gen Locus KDa fenfermedad Expresidn tisular
KCNI13  2g37 Kir7.1 Rifion, cerebelo, tiroides
hipocampo
KCNI14 {9q13 Kir2.4 Cerebro, retina
KCNII3 2lq22.2 Kird.2 Rifidn, pulmén, cerebro
Kir3.1 cerebro, nervics
Receptor de subfonilureas
SURL 11pi5d Subunidad del Péncreas, neuronas, ME
canal KaATP)

SURZ 12p12.1

Hipoglucemia hiperinsulinémica
persistente de la infancia
Subunidad del

canal K(ATP)

Canales activados por Ca de elte conduciancia (100-230 pS)

KCNMAD  10g23.1
KCNMB1 534
KCNMB2

KCNMB3  3q26.3-q27
KCNMB4  12q14.1-q15

Slo, @ MaxiK
p1 Maxik
f2 MasiK
f3 MaxiK
p4 MaxiK

Canales activados por Ca de baja conductancia (6-14 p§)

KCNNi 19q13.1
KCNNZ
KCNN3 1g21.3

SK1
SK2
SK3
Esquizofrenia

Canales activados por Ca de conduciancia intermedia (18-50 pS)

KCNN4 19q13.2

IIl. Canales con dos poros
KCNKI 1q4243

KCNE2  1gdl

KCNE3  2p23

KCNE:  6p21

KCNKé  19qi3.]
KCNKT? 1q83

CANALES DE CLORO

CLCN-G
CLCN-D 7g33

[KCat

TWIKL
TREKI
TASKI]
TASK2
TASES
TWIK2
TRAAK
CTBAK-L

cIc-o
Clci

2A: corazon, ME
1B: cerebro, higado, ME, CML

Cerebro, céclea, CML, pincreas
ME, CML

Rifidn, corazén, ttero

Testiculo

Cerebro, corazdn, rifdn, pulmén

Cerebro, corazén, rifion, pulmén
Cerebro, corazon
Cerebro, corazén, higado

Colon, CML, préstata
linfocitos T, neuronas

Rifidn, cerebro, corazdn

Cerebro, pulmén

Rindn, cerebro, pancreas, placenta
Rifién

Cerebelo

Ojo, pulmén, estémago

SNC, retina

Corazén, cerebro, riidn

Electroplaca del Torpedo
ME, placenta




TaBLa 1

Principales canalopatias asociadas a mutaciones de los canales voltaje-dependientes (continuacién}

Gen Locus ?j:};;;ﬂf Expresicn tisular
Mictonia de Thompsen
Miotonfa de Becker
Rat6n adr
CLCN:2 Tq21 Cic-2 General
CLCN-3 4933 Clc3 Cerebro, rifién, higade, retina
Degeneracion de hipocampo v retina
CLONS  Xp223 clc-4 ME, corazén, cerebro
CLCN::  Xplln cc-3 Tabulos distal v colector
Enfermedad de Dent
CLCN-6  1p36 Cic-6 General
CLCN-7  {6pl3 Clc-7 Cerebro, testiculo, ME, rifién
Osteopetrosis
CLCN-K  1p36 CIC-Ka Rifion, oido interno
CLCNKA Diabetes insipida nefrogénica
1p36 CIC-Kb Rifién, ofdo interno
CLCNKB Sindrome de Bartter tipo Il
CANALES CATIONICOS
CHRNAL ACHRA, Ach, a
Miasternia congénita
CHRNA4 CHRNAY, Ach, ¢
Epilepsia nocturna del 16bulo frontal
CHRNB2 Ach, B
Epilepsia nocturna del l6bulo frontal
PKD2 a
Enfermedad poliquistica renal
CNGA3 GMPe, «
Acromatopsia 2
CNGBI GMPe, p
Retinitis pigmentaria
CNGB3 GMPe, B

Acromatopsia 3

CANALES DE LAS GAP JUNCTIONS

GIB2

GIB4
GJB3
GIBI

Cx26

Cx30
Cx31
(32

Sordera autosémica dominante
Sordera autosdmica recesiva
Sordera autosdmica dominante

Neuropatia de Charcot-Marie-Tooth
licada a! cromosoma X

CMIN: célula muscular lisa vascular. ME: médula espinal. SNC: sistema nervioso central.

CML: célula muscular lisa.
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EL PRESENTE DISCURSO

En mi disertacién analizaré, en primer lugar, las caracteristicas
topolégicas y funcionales de los canales voltaje-dependientes de Na,
Ca, K y Cl, para, a continuacién, revisar algunas canalopatias de in-
terés en Patologia Veterinaria. He elegido aquéllas de mayor reper-
cusién clinica (pardlisis hiperpotasémica periédica, sindrome del es-
trés porcino} y otras que tienen un gran interés para el investigador,
va que reproducen espontaneamente enfermedades de indudable in-
terés, tales como miotonias, ataxia cerebelosa, epilepsias o procesos
neurcodegenerativos. Deseo mencionar que de forma consciente he
omitido la informacién referente a los canales activados por recep-
tores, ligandos endégenos o fuerzas fisicas, asi{ como a las canalo-
patias artificiales, es decir, aquéllas inducidas en el laboratorio en
lineas celulares o en animales de experimentacién (p.ej. animales
transgénicos). Finalmente, analizaré el interés que las canalopatias
juegan en la aparicién de resistencias a antihelminticos e insecticidas.
Esta breve y seleccionada visién permitird comprender el interés indu-
dable que el estudio de los canales idnicos tiene en el conocimiento
de la fisiopatologia v la terapéutica de un niimero creciente de enfer-
medades.
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«Los canales iénicos son las protefnas responsables de la ge-
neracién y orquestacién de las sefiales eléctricas que atravie-
san el cerebro que piensa, el corazon que late y el

muisculo que se contraex.

Ackerman MJ et al. N Engl J Med 1997; 336: [575-86

CANALES IONICOS
A. CANALES DE K VOLTAJE-DEPENDIENTES (Kv)
1. Papel [isioldgico de los canales de K

Los canales de K constituyen el grupo mas heterogéneo de protei-
nas estructurales de membrana. En las células excitables, la despolari-
zacion celular activa los canales Kv y facilita la salida de K de la célu-
la, lo que conduce a la repolarizacién del potencial de membrana.
Ademas, los canales de K juegan un importante papel en el manteni-
miento del potencial de reposo celular, la frecuencia de disparo de las
células automdticas, la liberacién de neurotransmisores, la secreciéon de
insulina, la excitabilidad celular, el transportie de electrolitos por las
células epiteliales, la contraccion del misculo liso y la regulacion del vo-
lumen celular. También existen canales de K cuya activacion es inde-
pendiente de cambios del potencial de membrana, que determinan el po-
tencial de reposo y regulan la excitabilidad v el volumen extracelular.

La mosca del vinagre (Drosophila melanogaster) ha sido la clave que nos
ha permitido conocer la topologia y la funcién de los canales Kv. La iden-
tificacién del primer canal de K fue la consecuencia del estudio electrofi-
siolégico del mutante Shaker de la D. melanogaster, denominada asi por-
que presenta movimientos espasmddicos de las extremidades al ser
anestesiada con éter: En este mutante, las corrientes de K se mactivaban
mas rapidamente que en los canales nativos, lo que indicaba que la muta-
cién estaba localizada en un gen que codificaba un canal de K (Jan y cols.,
1983; Papazian y cols., 1987). Desde entonces, se han identificado mas de
200 genes que codifican diversos canales de K. Atendiendo al mecanismo
de activacién podemos subdividir los canales Kv en dos grandes grupos,
segiin que sean activados por cambios de voltaje o por agonistas. Sin em-
bargo, la clasificacion mas habitual es aquélla que agrupa a los canales de
K atendiendo a la topologia de las subunidades @1, es decir, al niimero de
poros y de segmentos transmembrana del canal (denominados S en los ca-
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Ficura 1

Topologia de la subunidad o de los canales de potasio voltaje-dependientes.
i subunidad beta. Panel B: mutaciéon G1356S en el canal Kir3.2
que es responsable del raton weaver

A 6TM-1P
extracelular N Clones Corrientes
Kvi - Kv9 Ko Kra 1Kyg
HERG IKr
KvLQT IKs
hSlo BK;,
IKc, 1 K.
B. 2TMAP
Kirt.1 RemK
Kir2.1 IK,

Kird A/Kird.4 |,
Kir6.2/ SUR  K,p

NH,*
Raton weaver
(1565}

TWIK
TREK
TASK
TRAAK

nales Kv y M en los canales activados por ligandos endégenos). Desde este
punto de vista, podemos hablar de 3 grandes familias de canales de K
(figura 1) (Snyders, 1999; Coetzee y cols., 1999; Pongs, 92; Jan y Jan, 1997,
Nichols y Lopatin, 1997; Doupnik y cols., 1995; MacKinnon, 1991).

2. Canales de K que presentan 6 segmentos transmembrana
y 1 poro {6TM-1P)

A este grupo pertenecen los canales que se activan por cambios
de voltaje (Kv), los ether-a-go-go (KCNH), los activados al aumentar
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la concentracién intracelular de Ca (KCNM y KCNN) y los KvLQT
(KCNQ). Dentro del grupo de canales Kv incluimos a los miembros
de las familias Shaker (KCNA), Shab (KCNB), Shaw (KCNC) y Shal
(KCND) de la Drosophila melanogaster, que en los mamiferos reci-
bieron los nombres de Kvl, Kv2, Kv3 v Kv4, respectivamente
(Chandy y Gutman, 1995). En la Tabla 1, los dos nimeros que si-
guen al término Kv indican respectivamente, la subfamilia de Ia
Drosophila de la que el canal es homélogo y el orden en el que el
gen fue identificado.

Los canales de la familia Shaker forman una estructura tetraméri-
ca, constituida por 4 subunidades « y 4 B hidrofilicas, que se unen
entre si en la porcién citoplasmatica del sarcolema formando homo
o heterotetrameros (MacKinnon, 1991; Pongs 1992; Jan y Jan, 1997).
Cuando el canal es un homotetramero, las cuatro subunidades o es-
tan codificadas por el mismo gen, mientras que los heterotetraimeros
estan constituidos por productos de distintos genes, pero siempre de
la misma subfamilia. También se ha descrito la formacién de hetero-
tetrameros de isoformas o variantes obtenidas por reordenacién a par-
tir de la expresién de un mismo gen (London y cols., 1997). El posi-
ble ensamblaje heteromérico de las subunidades «, la presencia de
multiples subunidades @ y B y la posibilidad de que un canal funcio-
nal requiera la expresion de mds de un gen (p.ej HERG+MirP o
KVLQT1+MinK) pueden conducir, en teoria, a la existencia de cien-
tos de canales de K (Coetzee y cols., 1999).

La conductancia a través de los canales de Kv no es lineal, sino que
hay canales que conducen iones K mas efectivamente en un sentido que
en otro al modificar el potencial de membrana celular (Pongs, 1992).
La rectificacion externa tiene lugar cuando la despolarizacién facilita la
apertura de los canales de Kv, por lo que aquéllos que presentan este
tipo de rectificacion facilitan la repolarizacién del potencial de acciéon
y disminuyen la excitabilidad celular. Otros canales de K presentan rec-
tificacién interna v se cierran al despolarizar la membrana, por lo que
participan en el mantenimiento del potencial de membrana celular.

a) Subunidad a

Es la unidad central del canal, ya que contiene el poro conductor,
el filtro de selectividad que permite el paso de K frente a otros catio-
nes, el sensor de voltaje que controla los mecanismos que regulan la
cinética de apertura y cierre del canal y los puntos de unién para
ligandos endégenos y fArmacos. Presenta 6 segmentos que atraviesan
la membrana, de los que 5 son hidrofébicos (S1-83, 85, $6) y uno (S84)
estd cargado positivamente (contiene arginina o lisina cada 3 resi-
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duos), actuando como sensor de voliaje (Pongs, 1992; MacKinnon,
1991; London vy cols., 1997; Lépez y cols., 1994; Deal y cols., 1996; Du-
rrell v Guy, 1992; Yool v Schwarz, 1991). Estos segmentos se conti-
ndan por los extremos carboxi (C-) y amino (N)-terminales que son
intracelulares. Los segmentos S1-S6 de los canales de las distintas sub-
familias muestran una homologia del 40% en su secuencia proteica,
pero existen importantes variaciones en los extremos C- y N- termi-
nales. Los canales de K de alta conductancia activados por Ca [By,,]
presentan un extremo N-terminal extracelular, 7 segmentos trans-
membrana (S0-5$6) v un extremo C-terminal en el que localizan 4 seg-
mentos (S7-S10) intracitoplasmaticos que participan en la regulacién
del canal por los iones Ca (Wallner y cols., 1996).

b) El poro conductor y el filtro de selectividad

El poro acuoso del canal esta formado por la region P que une los
segmentos S35 v S6, los segmentos S5y S6 v la region peptidica que
une los segmentos S4 y S5 (Lépez v cols., 1994, Yellen v cols., 1991;
Choi y cols., 1993; Heginbotham y cols., 1994). La boca interna del
canal esta formada por el lazo que une los segmentos S4 y S5 vy las
regiones citoplasmaticas de los segmentos S5 v S6, mientras que la
boca externa la forman la regién P y la parte extracelular de los seg-
mentos S3 v S6.

La region P consta de 19 aminoicidos (D431-T449) v penetra en
el interior de la membrana constituyendo el poro del canal (Papazian
y cols., 1991; Liman y Hess, 1991; Guy y Conti, 1990; Pongs, 92; Du-
rrell y Guy, 1992; Yool y Schwartz, 1991. Esto ha sido demostrado en
experimentos de mutagénesis dirigida, en los que se ha analizado la
selectividad idnica, la cinética de activacidén-inactivacién v la sensibi-
lidad a toxinas (charibdotoxina, dendrotoxina) v a tetraetilamonio
cuando se aplica a la superficie extracelular (TEAo) o intracelular
(TEAIL) (MacKinnon y Miller, 1989; MacKinnon v Yellen, 1990; Yellen
y cols., 1991; Yool y Schwarz, 1991). Los primeros 8 aminogdcidos
(D431-V438) y los 3 ultimos (D447-T449) se localizan a la entrada del
poro, observindose que la sensibilidad al TEAo externa aumenta casi
50 veces cuando la T449 se reemplaza por tirosina (T449Y), cisteina
(T449C) o fenilalanina (T449F) (Heginbotham y Mckinnon, 1992; Sal-
koff v cols., 1992), mientras que la mutacién de este residuo por lisi-
na, arginina, glutamato o valina reduce la sensibilidad al TEAo vy la
amplitud de la corriente y suprime la rectificacion del canal (Hille,
1992; Salkoff y cols., 1992; Yellen y cols., 1991, MacKinnon y Yellen,
1990). En el centro, el segmento P presenta una secuencia VIMTTV
438-443 caracteristica, habiéndose demostrado que la T441 se locali-
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za en la porcién mas profunda del poro y contribuye a la unién del
TEAi (MacKinnon v Miller, 1989; MacKinnon y Yellen, 1990; Yellen
y cols., 1991; Yool y Schwarz, 1991; Hartmann y cols., 1991; Papa-
zian, 1991; Liman 1991; Guy y Conti, 1990; Durrel v Guy, 1992;
Pongs, 1992). La mutacién T4418 disminuye 10 veces la sensibilidad
del canal al blogqueo producido tras la administracién de TEAI, pero
no altera la producida por el TEAo (MacKinnon y Yellen, 1990;
Yellen y cols., 1991; MacKinnon y Miller, 1989). Asi pues, el TEA se
une a los canales Kv tanto cuando se aplica a nivel extracelular como
intracelular (Hille, 1992), pero mientras que el TEAo presenta igual
afinidad por los estados abierto v cerrado del canal, el TEAi sélo blo-

quea el canal cuando éste se encuentra en estado abierto (Hille,
1992).

Hartmann y cols (1991) transplantaron un segmento de 24 ami-
noacidos (residuos 431-456) del segmento P de un canal de alta con-
ductancia y gran afinidad por TEAo (NgK2) a la regién equivalente
de un canal de baja conductancia y mayor afinidad por el TEAI (drk1).
Las caracteristicas fenotipicas del canal quimérico resultante (con-
ductancia, bloqueo por TEA) eran similares a las del canal NgK2, con-
firmando que estos 24 aminodacidos controlan los puntos de unién, in-
terna y externa, del TEA y forman la via conductora del canal.

Los segmentos Py S6 y el 1azo que une los segmentos S4-S35 con-
trolan la selectividad iénica del canal (Yool v Schartz, 1991; Isacoff
y cols., 1991; Yellen y cols., 1991; Hartmann y cols., 1991). La se-
cuencia G(Y/F)G localizada en la region P esta presente en el poro
de la mayoria de los canales de K y se piensa que actiia como filtro
de selectividad para los iones K (Heginbotham y cols., 1994). Dos
aminoacidos del poro (F433 y T441) regulan la permeabilidad i6ni-
ca del canal Shaker {Durrel y Guy, 1992). Las mutaciones T441S y
T442S aumentan la permeabilidad del canal al amonio, mientras que
la F443Y aumenta la permeabilidad al rubidio (Yool vy Schwarz,
1991).

c) El sensor de voltaje

Los canales Kv disponen en su estructura de dipolos que puedan
detectar las posibles variaciones del potencial de membrana e inducir
cambios conformacionales en la proteina del canal que conduzcan a
su activacién-apertura (Arsmtrong y Bezanilla 1973; Bezanilla y Ste-
fani, 1994). El sensor del voltaje esta formado por el segmento $4, que
presenta cada 3 residuos un aminoécido cargado positivamente [ X-X-
(A/L)] y por las cargas negativas de los segmentos S2 y S3, que ejer-
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cen una accién electrostatica con el segmento S4 (Papazian y cols.
1991, 1995; Liman y cols., 1991). El nimero de cargas positivas del
S4 varia segtn el canal Kv: 7 en el Shaker, 1-6 en el Shab, 1-5 en el
Shal y 1-4 en el Shaw. Mutaciones en las que se neutralizan los ami-
noacidos cargados en el S4 desplazan el valor del punto medio de ac-
tivacién del canal, lo que indica que el segmento S4 juega un papel
en el cambio conformacional que conlleva a su apertura (Liman y
Hess, 1991; Papazian y cols., 1991; Stiihmer, 1991; Andersen y Koep-
pe, 1992). Sin embargo, el mecanismo intimo que controla el acceso
de iones permeables al poro es desconocido, si bien parece que varios
residuos de los segmentos S3-S6 podrian regular dicho acceso de
iones K al poro del canal (Liu y cols., 1997; Shieh y cols., 1997).

Los cambios conformacionales que permiten la apertura de los ca-
nales Shaker implican un movimiento de la hélice que forma el seg-
mento S4 hacia el exterior de la membrana. Este movimiento en for-
ma de sacacorchos se realiza en dos pasos (Backer y cols., 1998).
Cuando el potencial de membrana estd normalmente polarizado (ca-
nal en estado de reposo/cerrado), el segmento S4 estd casi totalmen-
te sumergido en el citoplasma, quedando expuestas al medio intrace-
lular 5 de sus 7 cargas positivas. La despolarizacién produce un primer
desplazamiento del segmento S4 hacia el exterior, quedando 3 cargas
positivas expuestas al medio intracelular, 3 incluidas en el espesor de
la membrana (R360-R365) y 1 en contacto con el medio extracelular
(Seoh y cols.,1996; Yang y cols., 1996; Papazian y Bezanilla, 1997). El
segundo paso consiste en un desplazamiento adicional del S$4 hacia el
exterior, de modo que el residuo R365 queda expuesto al medio ex-
tracelular. Cuando las 4 subunidades o tienen sus segmentos S4 en
esta posicién, el canal esta abierto.

d) “Modelo cinético de los canales Kv

En los canales tipo Shaker existen 3 configuraciones conforma-
cionales: un estado abierto (0), que permite la salida de K y dos no
conductores, cerrado (C) e inactivo (I) (Zagotta y Aldrich, 1990a,b). A
potenciales electronegativos correspondientes al potencial de reposo
celular, los canales Kv se encuentran en el estado C. Durante la des-
polarizacién celular, los canales Kv se activan con una cinética sig-
moidal que sugiere que deben moverse a través de diversos estados
no conductores, primero hacia un estado cerrado desde el cual el ca-
nal puede abrirse (C*) y, posteriormente, de C* a O (Pongs, 1992): C
<> C < Cn < C* & 0 < I. La inactivacién del canal puede realizar-
se desde el estado abierto (O — 1) o sin que el canal se abra (C* — 1),
mientras que la desactivacién (I < O) tiene lugar cuando la mem-
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brana se hiperpolariza (Ruppersberg y cols., 1991a). Una vez que el
canal se encuentra en el estado C, esti en condiciones de activarse de
nuevo.

e) [Inactivacion de los canales Kv

En los canales tipo-Shaker, la inactivacién tiene lugar por dos me-
canismos, uno rapido o tipo N y otro lento o tipo C, que implican a los
extremos correspondientes de la subunidad a que forma el canal (Hos-
hi y cols., 1991; Demo y Yellen, 1991). La inactivacién rapida conlleva
una reduccién rapida y completa de la corriente en respuesta a un es-
timulo despolarizante de corta duracién, mientras que la lenta aparece
en células que han sido despolarizadas durante segundos o minutos. En
algunos canales Kv (Kv1.1) de mamifero, la inactivacién rapida la con-
fiere la subunidad p (MacKinnon y cols., 1993; Rettig y cols., 1994).

La inactivacion rdpida aparece en canales que generan corrientes
transitorias de las familias Shaker (Kv1.1 y Kv1.4), Shal (Kv4.2, Kv4.3),
Shaw (Kv3.1-3.4) y KCNM (Coctzee y cols., 1999; Toro y cols., 1994) y
se explica por un mecanismo de «cadena y pelota» (figura 2A) (Hoshi y
cols., 1990). En este modelo, los primeros 22 aminodcidos de cada uno
de los 4 extremos N-terminales formarian una «pelota de inactivacién»
y se unirian a través de una cadena de aminoacidos (residuos 23-83) a un
receptor cargado negativamente, localizado en la boca intracitoplasma-
tica del canal (Isacoff y cols., 1991), que puede ser ocupado tras su aper-
tura y cuya oclusién produciria la rapida inactivacién del mismo (Za-
gotta y cols., 1990a,b; Ruppersberg y cols., 1991a,b; Hoshi y cols., 1990,
1991; Isacoff y cols., 1991). Diversos hallazgos han confirmado la hipé-
tesis de la cadena y la pelota. Asi, al reducir el ndmero de aminoécidos
existentes entre los residuos 23 y 80 del extremo N-terminal, se acelera
la velocidad de inactivacion, ya que se acorta la longitud de la cadena
que sujeta la bola; por el contrario, al aumentar el mimero de residuos
la inactivacion se retrasa (Hoshi y cols., 1990; Zagotta y Aldrich, 1990;
Isacoff y cols., 1991). La inactivacién rapida se abole tras la adminis-
tracién intracelular de TEA y por mutaciones que suprimen los prime-
ros 22 aminoacidos del extremo N-terminal o rompen la secuencia de
los segmentos hidrofébicos S4-85 y se restaura tras adicionar el pépti-
do eliminado (Hoshi y cols., 1990, 1991, Zagotta y Aldrich, 1990). Por
ultimo, la mutacién de los residuos cargados positivamente que forman
la pelota retrasa la inactivacién, lo que sugiere que la carga es respon-
sable de la atraccién de la pelota por el poro.

La inactivacion lenta tipo C de los canales Kv1.2, Kv1.5, Kv2.1 y
KCNH2 se bloquea cuando se aplica TEA a la superficie externa del
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canal, pero no cuando se aplica a la superficie interna, lo que sugie-
re que este proceso produce la oclusién de la boca externa del mismo
(Choi y cols., 1991; Yellen y cols., 1991; Hoshi y cols., 1991). Esta inac-
tivacién se acelera cuando una alanina en posicién 469 del segmento
S6 se reemplaza por valina y se retrasa cuando se reemplaza por his-
tidina (Bush y cols., 1991). Los canales que presentan inactivacion len-
ta se reactivan mas rapido que aquéllos que se inactivan por un me-
canismo intracelular-rapido.

£)  Ensamblaje de las subunidades a del canal

La regién T1 (de tetramerizacién) que precede al segmento S1 (re-
siduos 83-196) y las cisteinas en posiciones 55, 96 y 505, estdn en-
cargadas del ensamblaje de las 4 subunidades ( para formar homote-
trdmeros en los canales de las familias Shaker v Shal, a la vez que
impide el ensamblaje heteromérico de las subunidades « de distintas
familias (Papazian, 1999; Li y cols., 1992). En los canales KCNH vy
KCNQ, serfan los segmentos transmembrana mas préximos al extre-
mo C-terminal, los implicados en el ensamblaje de las subunidades «
(Ludwig y cols., 1997a,b; Kupersmith y cols., 1998).

g}  Subunidades p

Aunque la expresién heteréloga de las subunidades « es suficiente
para generar canales de K funcionales, se han identificado distintas su-
bunidades f que modifican sus caracteristicas cinéticas o su dependen-
cia de voltaje. Estas subunidades forman un tetraimero y muestran una
gran similitud estructural con la superfamilia de las oxidoreductasas de-
pendientes de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato-NADPH. Algu-
nas carecen de segmentos transmembrana y de puntos de glicosilacion,
lo que sugiere que se trata de proteinas intracitoplasmaticas (figura 1).
Sin embargo, las proteinas MinK (KCNE1) y MirP1 (KCNE2) de los ca-
nales que presentan rectificacién retardada poseen un segmento trans-
membrana y sus mutaciones son responsables de los fenotipos LQTS y
LOQT6, respectivamente, del sindrome de QT largo congénito Romano-
Ward. La subunidad f de los canales KCNM presenta dos segmentos
transmembrana y su coexpresién con la subunidad a aumenta la sensi-
bilidad por la charibdotoxina, estando regulado el ensamblaje de ambas
subunidades por la concentracién de Ca intracelular, [Ca], (Barbanin v
cols., 1996; Sanguinetti y cols., 1996; Abbot y cols., 1999; Jan v Jan, 1997,
Knauss y cols., 1994a, b}). Otro ejernplo de subunidades p son los recep-
tores para sulfonilureas SUR1 y SUR2 de los canales Kv6.1 v Kv6.2, que
contienen 12 segmentos transmembrana y dos puntos de unién para nu-
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Ficura 2

Representacién esquemaitica de los procesos de inactivacién rapida A) de los
canales Kv («mecanismo de la cadena vy la pelota») y B) de los canales de Na

Abierto Inactivado

- 1

cledtidos (Aguilar-Bryan vy cols., 1998). En general, el ensamblaje de las
subunidades « y B se produce entre dominios situados en el extrerno N-
terminal de la subunidad « y el C-terminal de la subunidad f (Yu y cols,,
1996; Deal y cols., 1996).

Las subunidades Kvf1.1-1.3, Kvp2.1 v Kvp3.1 difieren en su por-
cién N-terminal y se unen a subunidades « de canales Kvl, mientras
que las Kvf4 se asocian con los canales Kv2 (McCormack y cols., 1995;
Majunder y cols., 1995). La subunidad Kvf1.1 (401 aminoacidos, 44.7
kDa) acelera la inactivacion tipo-N de los canales Kv1.1, Kv1.2 y Kv1.4
y la tipo-C del canal Kv1.5 y desplaza la curva de activacién hacia ni-
veles mas hiperpolarizados de potencial de membrana. Las subuni-
dades KvB1.2 y Kvp1.3 aceleran tanto la inactivacién tipo N como la
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C, a la vez que modifican su dependencia de voltaje y la velocidad de
desactivacién de los canales Kvi.4 (Jan y Jan, 1996). La Kvf2.1 (367
aminoacidos, 41 kDa) acelera la inactivacién tipo-N del canal Kv1.4 y
la tipo-C del Kv1.5, a la vez que facilita que la activacién tenga lugar
a niveles mds hiperpolarizados de potencial de membrana (Deal y
cols., 1996; Uebele y cols., 1996, 1998}; sin embargo, esta subunidad
apenas si modifica los canales Kvl.1, Kvl.2 y Kv2.1 (Deal y cols.,
1996). La interaccién entre las subunidades o v p de los canales Sha-
ker implica el dominio N-terminal hidrofilico de la subunidad « y el
C-terminal de la g (Yu y cols., 1996).

Otras subunidades B podrian actuar como chaperones, facilitando
la expresién de las subunidades a en determinados puntos de la mem-
brana en los que se unen a una superfamlia de proteinas que presen-
tan dominios PDZ y SH3. Este es el caso de la subunidad Kv{1.1, que
aumenta la expresién de canales Kv.x (Shi y cols., 1996) y de la su-
bunidad KAchAP, que regula la expresion y funcién de los canales
Kvl.3, Kv2.1, y Kv4.3 (Kuryshev y cols., 2000).

Algunos canales Ky, como los Kv3, Kv6, Kv8 v Kv9 no son fun-
cionales, pero pueden asociarse con los Kv2.1 y alterar sus propieda-
des biofisicas (Salinas y cols., 1997, Kramer y cols., 1998). De todo lo
anterior se concluye que la existencia de multiples subunidades B

es otro mecanismo que ayuda a explicar la diversidad de los canales
de K.

3. Canales que presentan dos segmentos transmembrana
y 1 poro (2TM-1P)

Dentro de este grupo existen 7 subfamilias que cuando se expresan
en sistemas heterélogos generan corrientes que presentan rectificacién
interna o Kir (KCNJ), es decir, que conducen mas iones K hacia aden-
tro que hacia fuera de la célula, siendo maxima su conductancia a
potenciales cercanos al nivel del potencial de equilibrio para el K (-90
mV), pero disminuye con la despolarizacién, por lo que juegan un
importante papel en la regulacién del potencial de reposo celular evi-
tando una pérdida masiva del K intracelular. La rectificacién se ha atri-
buido a la accién de iones Mg y de poliaminas (espermina, espermi-
dina) que ocluyen el vestibulo interno del poro (Matsuda, 1991; Wible
y cols,, 1995). Se han clonado al menos 15 canales Kir (KCNJ), que
presentan una homologia de ~ 40-60%. A este grupo pertenecen tam-
bién los canales que se activan por acetilcolina o adenosina
(Kir3.1/Kir3.4) o cuando disminuye la concentracién intracelular de
ATP (Kir6.2/SUR), algo que sucede en situaciones de isquemia cardia-
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ca o cerebral (Coetzee y cols., 1999; Jan v Jan, 1997; Nichols y Lopa-
tin, 1997; Doupnick y cols., 1995; Aguilar-Bryan y cols., 1998).

Los canales Kir estan formados por heterotetrameros de 4 subuni-
dades o y 4 B. La subunidad « contiene sélo dos segmentos trans-
membrana (M1, M2), similares a los S5 y S6 de la familia Shaker vy
entre ambos se dispone la regién P, que forma la parte externa del poro,
contiene la secuencia GYG vy podria actuar como punto de unién con
integrinas (figura 1). Una asparragina situada en el extremo citoplas-
matico del segmento M2 es responsable de la rectificacion interna del
canal producida por Mg y poliaminas. El dominio C-terminal también
participa en la selectividad idénica y en la rectificacién interna del ca-
nal y presenta la secuencia serina/treonina-X-valina/isoleucina (S/T-X-
V/1} que permite su unién a proteinas de anclaje (PDZ, PSD-95/SAP90)
de la membrana (Jan y Jan, 1997). Aunque en estos canales el grupo
N-terminal carece de particula inactivante, su papel lo ejerce la esper-
mina. La subunidad o Kir6.1/6.2 del canal de K activado por ATP in-
teractiia con los receptores para las sulfonilureas SUR1/SUR2, for-
mando un complejo funcional hetero-octamérico SUR:Kir6.x (4:4) que
dara lugar a formar un canal funcional (conductancia = 76 pS), a pe-
sar de que cada unidad por separado no lo forma (Ammila y cols.,
1996; Clement y cols., 1997). Las subunidades SUR1/SUR2 contienen
~1581 residuos (140 kDa) dispuestos en hasta 17 segmentos trans-
membrana y presentan dos puntos de unién intracitoplasmaticos para
nucledtidos (ATP, ADP) (Ascheroft y Gribble, 1998).

Recientemente, se ha obtenido la estructura cristalografica de alta
resolucién (3.2 A) de un canal 2TM-1P del Streptomyees lividans (KesA)
(Doyle y cols., 1998). En este canal, el segmento M1 mira hacia la
membrana, el M2, que estd inclinado unos 23° delimita la entrada ci-
toplasmatica del poro del canal y la regién P de 30 aminodcidos, pre-
senta una disposicién a-helicoidal y se localiza en la superficie exter-
na de la membrana. El resultado es una estructura que asemeja un
cono invertido cuya base se dispone hacia la superficie de la mem-
brana celular. La longitud del poro es de 45 A, inicidndose en la cara
citoplasmatica por un tinel hidrofilico de 18 A de longitud, que se
abre a una cavidad de 10 A de longitud; tras la cavidad, el poro se es-
trecha considerablemente, constituyendo esta barrera el filtro de se-
lectividad. Este esta formado por las cadenas polares-carbonilo de las
secuencias GYG y determina una regién de 12 A de longitud con una
luz tan estrecha que sélo pueden atravesarla los iones K deshidrata-
dos que alcanzan el medio extracelular.

Cuando el canal se abre, iones de K hidratados entran rapidamente
en el tunel hidrofilico, que estd rodeado de cadenas laterales hidrofo-
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bas, minimizdndose asi la interaccién electrostatica del K con el ca-
nal; se crea asf una ruta de baja resistencia desde el citoplasma has-
ta el filtro de selectividad. A nivel de la cavidad, las regiones P dirigen
sus terminales carboxilos electronegativos hacia el centro de la mis-
ma, lo que genera un campo eléctrico negativo que neutraliza la car-
ga de los iones K hidratados. Ademas, para compensar el coste ener-
gético de la deshidratacion de los iones K al atravesar el filtro, los
atomos de O, de los grupos carbonilos de los enlaces peptidicos de la
secuencia GYG hacen las veces de las moléculas de agua, entrando en
intimo contacto con el K. Una vez que el K ha penetrado en la parte
final del poro, sale hacia el espacio extracelular por repulsién mutua
con otros iones K que ya han penetrado en el poro iénico.

4. Canales con cuatro segmentos transmembrana y 2 poros
(4TM-2P) ;

Representan la familia de canales mas recientemente identificada
(Lesage y cols., 2000) y la mas abundante en el Caenorhabditis elegans,
donde existen mds de 50 miembros (Wang y cols., 1999). Incluye las
familias TWIK, TASK, TRAAK y TREK, que participan en el mante-
nimiento del potencial de reposo celular y cuya activacién puede ser
voltaje-independiente en muchas células. Presentan la secuencia GYG
en el primer poro, mientras que en el segundo es reemplazada por la
GFG o GLG; las principales diferencias entre todos estos canales se
encuentran a nivel de los extremos C- y N-lerminales. Los canales
TWIK presentan rectificacién interna similar a los de la familia Kir.
Los canales TREK y TASK se modulan por la concentracién intrace-
lular de hidrogeniones (lo que plantea su papel en situaciones de is-
quemija e inflamacién) v son aclivados por anestésicos volatiles (ha-
lotano, isofluorano, cloroformo) y fuerzas fisicas e inhibida por
anestésicos locales (bupivacaina, meperidina y ropivacaina) (Eglen y
cols, 1999; Lesage v Lazdunski, 1999). Los canales TRAAK se modu-
lan por el dcido araquidénico. Una caracteristica de estos canales es
que no son bloqueados por TEA o 4-aminopiridina.

B. CANAL DE SODIO

La fase de la rdpida despolarizacién del potencial de accién de las
células nerviosas y musculares (esqueléticas, lisas y cardiacas) y, en
general, de las células excitables, depende de la entrada de Na a tra-
vés de canales activados por cambios de voltaje. Esta entrada de Na
produce una despolarizacién del potencial de membrana que facilita,
a su vez, la apertura de mds canales de Na y permite que se alcance
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el potencial de equilibrio para este ién en 1-2 mseg. Hodgkin ¥y Hux-
ley (1952) describieron las 3 caracteristicas que definen a estos cana-
les: activacién voltaje-dependiente, rapida inactivacién y marcada se-
lectividad idnica (PK:PNa ~ 0.08).

Cuando las células se encuentran en reposo, la probabilidad de
apertura de los canales de Na es muy baja, pero durante la despola-
rizacién se produce un dramdtico aumento de su probabilidad de
apertura. La apertura no sélo es un proceso voltaje-dependiente, sino
también tiempo-dependiente, por lo que tras aplicar un estimulo des-
polarizante, los canales se activan-abren de forma rapida, pero tran-
sitoria (0.5-2 mseg), ya que pasan rapidamente al estado inactivo. El
proceso de reactivacién, que define el periodo durante el cual la cé-
lula es inexcitable, es decir, el periodo refractario absoluto, se inicia
cuando el potencial de membrana alcanza potenciales mas negativos
que -60 mV y dura varios milisegundos tras la repolarizacién de la
membrana.

a) Estructitra

La subunidad a del canal de Na esta formada por 1819-2018 ami-
noacidos (260 kDa) y su secuencia contiene 4 dominios homoélogos
(I-IV) (Noda y cols., 1984, 1986a,b; Caterall, 1992, 1995; Hille, 1992).
Cada dominio presenta 6 segmentos transmembrana (S1-S6), cada
uno de los cuales, a su vez, contiene 300-400 aminodcidos; tres son
hidrofébicos y poseen pocos residuos cargados (S1-83), dos carecen
de residuos cargados (83, S6) y uno (S4) estd cargado positivamente
(figura 3). El nimero de aminodcidos cargados es de 4 en el IS4, 5 en
el 1184 v 111S4 y de 8 en el IVS4; estos 22 aminodcidos cargados coe-
xisten en todas las isoformas del canal de Na. Las porciones N- y C-
terminal se encuentran a nivel citoplasmatico, mientras que las que
unen los segmentos S3-S6 se localizan a nivel extracelular y presen-
tan varios puntos de glicosilacion. Los canales de Na del musculo es-
quelético y cardiaco presentan una subunidad g1, mientras que a ni-
vel cerebral los canales de Na presentan una o dos subunidades, g1 y

B2 (33 kDa).

El canal de Na cardiaco humano (Na,1.3) presenta un tamafio me-
nor (1682 aminoéacidos dispuestos en 4 dominios que contienen 229-
280 residuos), lo que parece deberse a que la porcién C-terminal es
mads corta {(Gellens y cols., 1992). Ademas, es unas 200 veces menos
sensible a la tetrodotoxina-TTX que el canal de Na muscular esquelé-
tico o cerebral; ello es consecuencia de la substitucidén de una tirosi-
na o una fenilalanina, localizada 2 posiciones antes del residuo de glu-
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tamato del poro del canal neuronal o muscular esquelético por una
cisteina en el canal cardfaco (Backx y cols., 1992; Satin y cols., 1992).
El canal cardiaco presenta menos residuos cargados positivamente en
los segmentos $4 de los dominios I, IIl y IV y en el IVS4 dos histidi-
nas han sido reemplazadas por argininas (H1355R, H1367R).

Se han identificado hasta 10 genes distintos que codifican las di-
ferentes isoformas de la subunidad « del canal de Na (Goldin y cols.,
2000). El gen que codifica la subunidad « del canal de Na cardiaco
(SCN5A) se localiza en el cromosoma 3p21 y el que codifica ¢l canal
muscular esquelético (SCN4A) en el cromosoma 17g23-25. Un grupo
de genes localizados en el cromosoma 2q21-24 codifica varias subu-
nidades a de los canales de Na cerebrales (SCN1A, 2A, 3A y 6A).

b) Canal SCN4A
b.1. Topologia estructural

El canal de Na del misculo esquelético adulto (SCN4A) es sensi-
ble a TTX y presenta una conductancia de 25-30 pS (Trimmer y cols.,
1989). Estd formado por una subunidad «, que contiene el poro y el
punto de unién de anestésicos locales y farmacos antiarritmicos, y una
subunidad B, que se ensamblan con una estequiometria 1:1 (Caterall,
1986; Trimmer y cols., 1989). En la subunidad o, los segmentos S5 y
S6 estan colocados alrededor del poro y entre ellos se encuentra una
cadena peptidica denominada regioén P, que se hunde en el interior de
la membrana celular y forma las paredes del poro iénico. Los seg-
mentos S1-83 rodean la bicapa lipidica, el S4 se encuentra en el cen-
tro de cada dominio y los S5-S6 y la regién P se dirigen hacia el in-
terior y se unen a los de los restantes dominios para formar el poro
del canal.

b.2. Relacién estructura-funcién

Los estudios de mutagénesis dirigida y la utilizacién de toxinas y
anestésicos locales han permitido demostrar que la regién P, que une
los segmentos S3-S6, forma la porcién externa del canal de Na (Ca-
terall 86; Noda y cols., 1984, 1986a,b; Guy y Seetharamulu, 1986). La
TTX y la saxitoxina, a concentraciones nM ocluyen la boca externa de
los canales de Na (Noda y cols., 1986). El residuo de glutamato car-
gado negativamente en posicién 387 (E387), localizado en la porcién
extracelular de la regién P del dominio 1, es esencial para el bloqueo
de los canales de Na, aunque otros residuos de glutamato localizados
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en los restantes dominios también participan en la unién de ambas
toxinas. La mutacién E387G en el DI abole la capacidad de la TTX
para interactuar con el canal y desplaza su curva de activacién hacia
potenciales de membrana mas positivos, lo que confirma que su re-
ceptor esta localizado en la superficie externa del mismo (Noda y cols.,
1989; Terlau y cols., 1991). Resultados similares se observan al mutar
los glutamatos de los otros 3 dominios (Terlau y cols., 1991). En las
regiones P del canal de Na existen 4 residuos cargados negativamen-
te (D en DI, E en DII, K en DIII y A en DIV), que cuando se reem-
plazan, como sucede en los canales de Ca, por 4 residuos de gluta-
mato (EEEE), convierten a los canales de Na en selectivos para el Ca
(Heinemann y cols., 1992).

Las toxinas de la anémona Anemonia sulcata (ATX-1, Il y V) y la
toxina « de escorpiones Androctonus, Buthus y Leiurus (o-ScTX) tam-
bién se unen a la superficie externa del canal a nivel de IVS3-54, en
particular a un residuo de glutamato presente en la isoforma neuro-
nal (Rogers y cols., 1996). La toxina f3 del escorpion (-ScTX) se une
a un receptor situado cerca del extremo extracelular del segmento 1154
y a una glicina conservada presente en el segmento S3-84 adyacente,
aumentando la activacién del canal de Na por desplazar su depen-
dencia de voltaje hacia valores mas negativos (Cestele y cols., 1998).
Todas estas toxinas retrasan, ademas, la inactivacion rapida del canal
de Na, ya que inhiben el movimiento del segmento S4IV que inicia la
actlivacion y determina el proceso de inactivacién del canal. Lo mis-
mo sucede tras la aplicacién extracelular de la u-conotoxina G ais-
lada del veneno del caracol marino Conus geographicus v de la d-co-
notoxina P, producida por el Conus purpurascens (Shony cols., 1995,
Terlau y cols., 1996).

b.3. Activacion

La activacién de los canales de Na implica cambios conformacio-
nales en la proteina constitutiva del canal en respuesta a los del cam-
po eléctrico transmembrana (Hodgkin y Huxley, 1952). El sensor de
voltaje estd formado por el segmento S4, que presenta entre 6 y 3 re-
siduos cargados positivamente en cada tercera posicién [X-X-(argini-
na/lisina)] que se estabilizan al formar pares iénicos con residuos cai-
gados negativamente localizados en los segmentos adyacentes.
Durante la despolarizacién ~ 12 cargas se desplazan siguiendo un mo-
vimiento en espiral a través del campo eléctrico trasmembrana, ini-
ciando un cambio conformacional que abre el canal de Na (Hirsch-
berg v cols., 1995). Como consecuencia, tres cargas positivas del
segmento S4IV que previamente estaban enterradas en la membrana
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quedan expuestas en la superficie externa de ésta y otras dos cargas
internas quedan expuestas en la superficie interna (Caterall, 1986).
Tras la inactivacién del canal y la repolarizacién celular, el segmento
$4 recupera su estado original y estd en condiciones de responder a
un nuevo estimulo despolarizante con la apertura del canal de Na.
Cuando se remplazan los residuos cargados positivamente del S4 por
otros neutros o cargados negativamente, se produce un aplanamien-
to de la curva de activacién del canal (Stithmer y cols., 1989; Stiih-
mer, 1991).

b.4. Inactivacién

La apertura de los canales de Na es muy breve, ya que éstos se
inactivan inmediatamente. Los canales de Na presentan dos [ormas
de inaclivacién, una riapida y una lenta.

Inactivacion rdpida. Este proceso estd localizado en la superficie
citoplasmatica del canal, ya que puede inhibirse tras el tratamiento
de ésta con diversas proteasas, p.ej. pronasa o a-quimotripsina (Arms-
trong, 1998). Armstrong y Bezanilla (1977) propusieron el modelo de
«la cadena y el balon» (figura 2B). Durante la despolarizacién, la com-
puerta de activacién del canal se abre y la bola de inactivacién pue-
de unirse a su zona receptora, lo que obstruye el poro e impide la en-
trada de iones Na, con lo que el canal pasa al estado inactivo. Diversas
experiencias han demostrado que el lazo que une los dominios DIII-
DIV juega un importante papel en el proceso de inactivacién (Catte-
rall, 1992; Stithmer y cols., 1989): a) los anticuerpos policlonales di-
rigidos contra este segmento retrasan la inactivacién, algo que no
sucede cuando se utilizan anticuerpos contra otras porciones del ca-
nal (Vassilev y cols., 1988, 1989). b) La seccién del lazo que une los
dominios DIII-DIV produce un marcado retraso de la inactivacién
(Patton y cols., 1992, 1993), mientras que la seccién del que une los
dominios DII-DIII no la modifica (Stithmer, 1991). ¢) La mutacién de
6 de los 12 aminodcidos cargados positivamente que existen en este
lazo por residuos de aspartato o glutamato acelera la inactivacion del
canal (Moorman y cols., 1990).

Tres aminoacidos hidrofébicos IFM1488-1490, localizados en el
lazo que une DIII-DIV, juega un importanie papel en la inactivacién
del canal de Na (figura 3). La F1489 (correspondiente a la F1311 en el
musculo esquelético humano) es la méas critica, ya que su mutacién
por acido glutdmico (F1489E) suprime la inactivacién y disminuye la
conductancia maxima del canal (West y cols., 1992a,b); las mutacio-
nes [1488E y M1490E disminuyen la inactivacién, pero de forma mu-
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cho menos importante. Ademas, la mutacién de la tripleta IFM por
QQQ suprime la inactivacién del canal (West y cols., 1992a,b; Mitro-
vic y cols., 1994, 1995). Estos resultados sugieren que durante la acti-
vacién del canal el segmento S6111-S11V, que contiene la secuencia IFM
se dobla y podria actuar como una compuerta de inactivacién que oclu-
ye el poro del canal e impide la entrada de Na a su través. El punto
receptor para la compuerta de inactivacién incluye residuos hidrofé-
bicos localizados en el extremo intracelular del segmento S6IV y en el
lazo intracelular $4-S5111 y 84-S31V (McPhee y cols., 1995, 1998; McP-
hee y Trout, 1995; Smith y Goldin, 1997; Filatov y cols., 1998).

La propia activacién del canal de Na es la que, a su vez, activa el pro-
ceso de inactivacién. En canales mutados se ha demostrado que el mo-
vimiento hacia afuera del segmento TVS4 es la sefial que inicia la acti-
vacién rapida del canal y al mismo tiempo pone en marcha el proceso
de inactivacién del mismo (Chahine y cols., 1994; O'Leary y cols., 1993).

Inactivacion lenta. Este mecanismo persiste tras la supresion de la
inactivacion rapida, aunque puede inhibirse tras realizar mutaciones en
la porcién citoplasmatica de los segmentos S5 y S6 (Haywarth y cols.,
1997), lo que sugiere que este tipo de inactivacién implica un cambio
conformacional en la boca interna del canal que produce su cierre.

b.5. Modulacién farmacolégica

Los canales de Na pueden ser fosforilados por diversas protein-ci-
nasas (Costa y Catterall, 1984; Catterall, 2000). La activacién de la pro-
tefin-cinasa C (PKC) producida por el diacilglicerol o tras la estimula-
cién de los receptores muscarinicos por la acetilcolina disminuye la
inactivacién del canal y reduce la corriente de sodio (I,,) (Li y cols.,
1992b; Cantrell y cols., 1996). Esta inhibicién es debida a la fostori-
lacién de la S1506 del segmento S6III-S11V, lo que sugiere que esta
es una de las vias por las que diversos neurotransmisores podrian mo-
dular la cinética de los canales de Na (Costa y Catterall, 1984). La pro-
tein-cinasa A (PKA) fosforila en cuatro puntos el segmento citoplas-
matico que une los dominios DI-DII (Murphy y cols., 1993; Wood y
Baker, 2001) disminuyendo la corriente de Na sin modificar su ciné-
tica de activacién e inactivacién (Smith y Goldin, 1997). La dopami-
na, actuando a través de receptores D1, activa la via AMPc-PKC y mo-
dula la densidad de corriente en neuronas nigroestriatales (Surmeier
y Kitai, 1993). La cocaina disminuye la I, al inhibir ]a recaptacién de
dopamina y aumentar el tono dopaminérgico (Zhang y cols., 1998).
La fosforilacién de la PKC y la despolarizacion del potencial de mem-
brana aumentan los efectos de la PKA (Li y cols, 1992a,b).
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b.6. Subunidades beta

El canal SCN4A presenta una subunidad g1 (36 kDa), que cons-
ta de un uUnico dominio transmembrana con una porcién ex-
tracelular N-terminal larga y glicosilada y un extremo C-terminal
intracelular corto (Isom y cols., 1992, 1995a,b; Makita y cols.,
1994b; Isom, 2000). La subunidad 1 se une de forma no covalen-
te a la @ con una estequiometria 1:1, estando el punto de unién
localizado en la porcién extracelular de 11S5-S6 y 1VS3-S6 (Makita
y cols., 1996). La subunidad B2 se expresa en cerebro y cora-

z6n, uniéndose a la a por un puente disulfuro (Isom y cols.,
1995a,b).

Aungue las subunidades B no forman parte del poro conductor, si
juegan un importante papel en la cinética de apertura-cierre del ca-
nal, en la expresién de subunidades o en la superficie de la membra-
na celular y en la unién con otras moléculas de la matriz extracelu-
lar y del citoesqueleto (Isom, 2000). La coexpresién de las subunidades
a vy 1 del musculo esquelético aumenta la densidad de la corriente
de Na y la expresién de los canales de Na en la superficie de la mem-
brana, desplaza las curvas de activacién e inactivacién hacia valores
mas negativos y acelera la inactivacién (Makita y cols., 1994a,b, 1996;
Ji y cols., 1994; Isom y cols.,1995a,b; Isom, 2000). La supresién de la
porcién extracelular de la subunidad Bl reduce la expresién de la su-
bunidad a y retrasa tanto la inactivaciéon como la reactivacion del ca-
nal de Na, mientras que los cambios de la porcion intracelular care-
cen de efecto (Makita y cols., 1994; Chen y Cannon, 1995, Wallace y
cols., 1998).

Todas las subunidades p presentan en su extremo extracelular una
estructura homdloga a la de la superfamilia de las inmunoglobulinas
que incluye a las moléculas de adhesién celular, en particular contac-
tina y mielina Po (Isom y cols., 1995; Makita y cols., 1996; McCor-
mick y cols., 1998). Esta similitud estructural sugiere que las subuni-
dades B actuarian como moléculas de adhesion celular, regulando
procesos de adhesién y repulsién celulares. El dominio C-terminal in-
tracitoplasmaético de las subunidades B recluta ankirina a los puntos
de contacto célula-célula y participa en el acoplamiento con el cito-
esqueleto, mientras la porcién extracelular interactia con las molé-
culas de la matriz extracelular, en particular las tenascinas R y C que
participan en los procesos de migracién neuronal, neuritogénesis y re-
generacién neuronal (Schachner, 1997). Mutaciones de la subunidad
p1 producen convulsiones febriles y epilepsia generalizada (Wallace y
cols., 1998).
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b.7. Activacién persistente de los canales de Na

Varias enfermedades congénitas, que se transmiten de forma auto-
sémica dominante, se asocian a mutaciones puntuales en los genes que
codifican la subunidad ai de los canales de Na musculares esqueléticos
y cardfacos, aumentan la densidad de la corriente de Na y producen cua-
dros de hiperexcitabilidad celular (Tabla 1) (Tamargo, 2000; Roden y
cols., 1996; Benett y cols., 1995). Las mutaciones responsables de estos
cuadros se encuentran en la propia compuerta de inactivacion, en las re-
giones que sirven de receptor para dicha compuerta y en el segmento
S41V que acopla la activacién a la inactivacién (Cannon, 1997). Estas
enfermedades, que se heredan de forma autosémica dominante, impli-
can un aumento de la funcién de los canales de Na y pueden agrupar-
se en tres fenotipos (Bulman, 1997): a) la miotonia congénita fluctuan-
te o permanente (rigidez muscular agravada por la hiperpotasemia) y la
paramiotonia congénita (hiperexcitabilidad muscular inducida por el
frio o el gjercicio), que se asocian a un defecto en la desactivacién del
canal. Ello facilita la reapertura del canal y produce una corriente per-
sistente de Na que es responsable de la aparicién de respuestas repetiti-
vas ¢ hiperexcitabilidad muscular. b) Las paralisis periédicas hiperpota-
sémica e hipopotasémica, que se asocian a una despolarizacién
progresiva del potencial de membrana que acaba produciendo la inacti-
vacién voltaje-dependiente de los canales de Na y la pardlisis del mus-
culo esquelético (Cannon y cols., 1993; Zhou v cols., 1994). ¢) A nivel
cardiaco, las mutaciones del canal de Na son responsables del fenotipo
3 del sindrome de QT largo congénito Romano-Ward que produce una
forma de taquicardia ventricular denominada torsade de pointes (Bennet
y cols., 1995; Tamargo, 2000).

C. CANALES DE CALCIO

En las células en reposo, la concentracién intracelular de Ca
({Cal;) es 20.000 veces menor que su concentracién en el medio ex-
tracelular (<0.1 uM vs 1-2 mM); por otro lado, el interior celular es
electronegativo (-30 a -60 mV), es decir, que existe un gradiente elec-
troquimico que favorece la entrada de iones Ca en la célula. Sin em-
bargo, en una célula en reposo, la membrana celular es muy poco
permeable al Ca, por lo que la entrada del mismo a favor de este
gradiente es muy reducida. Ahora bien, durante la activacién celu-
lar, la [Ca], aumenta hasta 0.3-1 uM como consecuencia de la en-
trada de Ca extracelular a través de la membrana, bien a través de
canales voltaje dependientes o del intercambiador Na-Ca y/o de la li-
beracién de Ca desde sus depésitos intracelulares, principalmente el
reticulo sarcopldsmico (RS).
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a) Canales voltaje-dependientes de Ca

La entrada de Ca a través de los canales voltaje-dependientes de la
membrana celular participa en la regulacién de numerosos procesos bio-
l6gicos: génesis del potencial de acciéon y la duracién de éste, acopla-
miento excitacidn-contraccion, liberacion de neurotransmisores, hormo-
nas y factores de crecimiento, sinaptogénesis, osteogénesis, procesos de
diferenciacion celular, hipertrofia y remodelado cardiovasculares, modu-
lacién de enzimas (calmodulina, troponina, ATP-asa) y canales idnicos
(de Ca y K), plasticidad neuronal, coagulacién y agregacion plaquetaria,
motilidad celular, expresion génica y procesos de apoptosis celular. Ade-
mas, a nivel cardiaco, la entrada de Ca regula la frecuencia de disparo
del nodo seno-auricular, la velocidad de conduccion a través del nodo au-
riculo-ventricular, la duracién del potencial de accién cardiaco y el auto-
matismo anormal en fibras cardiacas isquémicas-despolarizadas.

Los canales de Ca voltaje-dependientes se han clasificado segtin su
" topologia, conductancia iénica, sensibilidad farmacolégica, cinética y
dependencia de voltaje (Tabla 2). En condiciones de reposo estos ca-
nales se encuentran en estado cerrado, pero durante la despolariza-
cién pasan al estado activo-abierto y, posteriormente, se inactivan. En
base al rango de voltaje al que se produce su activacién hablamos de
dos grandes grupos de canales (Nowycky y cols., 1985; Fox y cols.,
1987): a) de bajo umbral (canales T: aperturas Transitorias) que se ac-
tivan-abren por pequeiias despolarizaciones desde potenciales de
membrana bastante negativos (-60 mV) y b) de alto umbral, que in-
cluyen los canales L (aperturas de Larga duracién), N (Neuronal), P/Q
(Purkinje} y R (Resistente a toxinas), cuya activacién se produce a po-
tenciales de membrana menos negativos (-30 a —20 mV).

TaBLs 2
Caracteristicas de los canales de calcio

Canal T L N PQ R

Conductancia (p8) 39 25 20 9-19 14

Permeabilidad Ba>Ca BazCa Ba2Ca Baz Ca Ba= Ca

Blogueantes mibefradilo  verapamilo w-ctx My, w-ctx Mp, Ni
Runarizino diltizzem arclx Gy, w-Aga, SNX-482
Li dihidropiridinas w-Agan

Composicidn alG/H ol S/CDIF elB alA alE

a2, B (+ ) aZ-b, p (+y) o2, B (8+1) a2 B+1)

Todos estos canales son proteinas hetero-oligoméricas constituidas
por hasta 5 subunidades (figura 4): al (190 kDa), a2-8 (140-170 kDa),
B (52 kDa) y y (32 kDa), dispuestas en una estequiometria 1:1:1:1 (Ca-
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terall, 1995). La subunidad a1 es la mas importante desde el punto de
vista funcional, ya que contiene el poro, el sensor del voltaje, el filtro
de selectividad y los receptores o puntos de fijacién de diversos farma-
cos (p.gj. los antagonistas del Ca) y toxinas. Se han identificado 10 ge-
nes que codifican las subunidades «, 4 que codifican las subunidades
B, 3 que codifican el complejo de subunidades a2-8 y 5 que codifican
las subunidades y (Burgess y cols., 1999a,b; Ertel y cols., 2000). Los ca-
nales L presentan subunidades a1S (Ca,1.1), alC (Ca,1.2), alD (Ca,1.3)
y alF (Ca,1.4). Los canales T presentan subunidades ¢I1G y alH, los
canales N subunidades a1B, los P/Q subunidades a1A y los R, muy pro-
bablemente, subunidades «1E. Esta gran diversidad explica la hetero-
geneidad tisular de los canales de Ca, asi como la variabilidad de la res-
puesta a farmacos y toxinas. Las subunidades a2 y & (160 kDa) son
codificadas por el mismo gen y persisten unidas por uniones disulfuro,
mientras que las otras subunidades se codifican por otros genes (Hille,
1992; Catterall, 1992, 2000; Glossman y Striessnig, 1990). Las subuni-
dades a1, & y y atraviesan la membrana, mientras que la B (que pre-
senta 6 dominios) es citoplasmatica vy la a2 es extracelular y se une a
la membrana gracias a la subunidad & (Jay y cols., 1991).

La subunidad p se une a la al a dos niveles: a) a nivel de una se-
cuencia de 30 aminoacidos que existe entre los segmentos $2-S3 de
la subunidad B y el lazo intracelular que une los dominios DI-DII de
la subunidad o1 y b) a nivel de la porcién C-terminal de ambas su-
bunidades (Pragnell y cols., 1994; De Waard y cols., 1997; Walker y
cols., 1998). La subunidad 8 determina las caracteristicas del com-
plejo; asi, la subunidad B,, induce la corriente tipo-P y las §,; la tipo-
Q cuando se coexpresan con la subunidad al (Stea y cols., 1994).

Aunque la expresién de la subunidad al produce corrientes de Ca
caracteristicas, la coexpresién de ésta con las subunidades a2/8 y B au-
menta la expresién de la ¢l en la superficie de la membrana celular y
la amplitud de la corriente registrada, acelera la inactivacién y desplaza
las curvas de activacion e inactivacién de ]a corriente hacia valores mas
negativos de potencial de membrana (Singer y cols., 1991; Ruth y cols.,
1989; Gurnett y cols., 1996; Walker y De Waard, 1998). La coexpresién
de las subunidades a1S + P aumenta el nimero de canales sensibles a
dihidropiridinas y acelera su activacién, pero no modifica la densidad
de la corriente tipo-L de Ca (Varadi y cols., 1991; Lacerda y cols., 1991).
La subunidad y, que presenta 4 segmentos transmembrana, se expresa
en el musculo esquelético y en el cerebro. Cuando se coexpresan las su-
bunidades al y y aumenta la densidad y se desplaza la curva de inacti-
vacion de la corriente hacia valores més negativos (Singer y cols., 1991;
Lerche y cols., 1996). Todos estos resultados confirman que el canal fun-
cional implica la coexpresion de las distintas subunidades.
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Ficura 4

Topologia estructural del canal L de CA cardiaco, en el que se muestran las subu-

nidades (a, f y «2-5) constitutivas del mismo y los puntos de unién a protefnas Gfy

entre las subunidades a1 y Bl (sefialadas con flechas), entre Ia subunidad a1

del canal RyR1 del reticulo sarcopldsmico (AEC) y entre la subunidad al de los

canales N y P/Q con diversas proteinas sinapticas implicadas en la liberacién
de neurotransmisores (AES), I-IV: dominios de la subunidad al

Inactivacién
Ca-dependiente

a.l. Topologia

Al igual que sucede con los canales de Na, la subunidad a1 de los de
Ca presenta 4 dominios homdlogos, cada uno de los cuales contiene 6
segmentos transmembrana (S1-86); el segmento P que une S5-S6 se
hunde en la membrana y contribuye a formar el poro del canal. En cada
uno de los segmentos P existe un residuo de glutamato cargado nega-
tivamente que forma una zona de alta afinidad por el Ca (K, = 500 nM}
y confiere la selectividad del canal (Yang y cols., 1993). Cuando estos
residuos se sustituyen por otro no cargado (glutamina o lisina) dismi-
nuyen la selectividad iénica y la permeabilidad del canal al Ca y au-
menta la conductancia al Na (Yang y cols., 1993). Estos hallazgos con-
firman que los residuos de glutamato de cada subunidad «l son
responsables de la selectividad iénica del canal; el residuo localizado en
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el DI (E334) es el menos importante vy el localizado en el DIIT (E1086)
parece ser el mas determinante. El segmento S4 contiene aminodcidos
cargados y actiia como sensor de voltaje que facilita la apertura del ca-
nal en respuesta a cambios del potencial de membrana.

Los distintos tipos de subunidades al difieren en dos regiones: el
lazo intracitoplasmatico que une DII-DIII y la regién C-terminal (figu-
ra 4). La primera es la implicada en la interaccién entre la subunidad
alS y el canal de Ca activado por rianodina localizado en la superficie
del RS y en la interaccién de las subunidades alA y alB con algunas
proteinas sindpticas (sintaxina, SNAP-23, sinaptotagmina) implicadas
en la liberacién presindptica de neurotransmisores (Rettig y cols., 1996).

a.2. Sensibilidad farmacolégica

Los canales L, que contienen las subunidades «1S (Ca,l.1), alC
(Ca,1.2), 21D (Ca,1.3) y alF (Ca,1.4) son sensibles a los antagonistas del
calcio (verapamilo, diltiazem, dihidropiridinas), motivo por el que se les
denomina receptores de las dihidropiridinas; también se bloquean por
la calciseptina y el FS-2 obtenidos de la Dendroapsis o. polylepis, la tai-
catoxina aislada del Oxyraniis s. scuttelatus y la waglerina-I aislada del
Triomeresurus wagleri. Los canales N (alB, Ca 2.2) se bloguean por las
w-conotoxinas My, vy G, obtenidas de los caracoles marinos Conus ma-
gus y C. geographus, respectivamente, mientras que la w-conotoxina M,
y las agatoxinas w-Agan, vy w-Agay obtenidas de la vibora Agelenopsis
aperta bloquean los canales P/Q (a1A, Ca2.1) (Olivera y cols., 1994). Sin
embargo, los canales R («1E, Ca 2.3) son resistentes a todas estas toxi-
nas y farmacos, si bien la toxina SNX-482 de la tardntula Hysterocrates
gigas puede bloquear estos canales en algunos sistemas de expresion.

Los canales L tienen una distribucién general, mientras que los
P/Q, N y R se localizan en ¢l sisterna nervioso y algunos tipos de cé-
lulas endocrinas y los T se localizan en el miocardio y algunas célu-
las nerviosas. Los canales N y P/Q median la liberacién de neuro-
transmisores desde los terminales nerviosos centrales y periféricos.
Los L participan en la secrecién de hormonas y en el acoplamiento
excitacion-contraccién del musculo liso y cardiaco y los T participan
en la regulacion de la frecuencia de disparo de las células marcapaso
cardiacas (nodo seno-auricular, sistema His-Purkinje) y en la activi-
dad oscilatoria de algunas neuronas taldmicas. La expresién de cana-
les T aumenta en condiciones que facilitan el crecimiento y diferen-
ciacion celular (hipertrofia cardiovascular, miocardiopatias, tras
exposicion a mitégenos: hormona del crecimiento, endotelina-1, an-
giotensina 1I} {Cogolludo y cols., 2001), lo que hace pensar que la en-
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trada de Caa través de los canales T podria jugar un papel importante
en estas situaciones fisiopatolégicas.

a.3. Inactivacién

La inactivacién de los canales de Ca estd regulada por un doble me-
canismo: cambios del potencial de membrana (voltaje-dependiente) y la
[Cali, es decir, que la propia entrada de Ca desde el medio extracelular
facilita la inactivacién del canal (Ca-dependiente)

Diversos hallazgos indican que la inactivacién es Ca-dependiente
ya que: a) se acelera al aumentar la [Ca], (entre 0.1-3 mM) y la [Ca],
b) disminuye cuando el Ca se remplaza por Sr 0 Ba o cuando la [Ca],
se tampona con EGTA y ¢) se bloquea con Co. Se ha propuesto que
en este proceso de inactivacién el Ca actuaria a nivel de un segmen-
to citoplasmatico del extremo C-terminal (figura 4). Ademads, el au-
mento de la [Ca]; podria activar diversas fosfatasas (calcineurinas) y
proteasas Ca-dependientes, que defosforilan el canal L y lo inactivan
(Chad y Eckert, 1986). De hecho, la calpastina, un bloqueante de la
calpaina (proteasa Ca-dependiente) y el acido okadaico, que inhibe las
fosfatasas 1 y 2a, inhiben el proceso de inactivacién.

La inactivacién también es un proceso voltaje-dependiente. De he-
cho, el canal de Ca se inactiva incluso cuando penetran cationes mono-
valentes a su través {tras reemplazar Ca por Na), el aumento de la co-
rriente inducida por el Ba no acelera la inactivacién y, por ultimo, la
Inactivacién aparece incluso tras aplicar despolarizaciones tan pequefias
que no produzcan la apertura-activacién del canal y la entrada de Ca a
la célula. La inactivacién voltaje-dependiente de los canales L esta de-
terminada por residuos localizados en el segmento S6 del dominio D1,
ya que si se transplanta esta regién a las subunidades a1 E y alA se trans-
fieren también las caracteristicas del proceso de inactivacién del canal
donante (Zhang y cols., 1994). También juega un papel importante un
residuo adicional localizado en el punto de unién de la proteina Gpy a
nivel del lazo que une los dominios DI y DII (Herlitze y cols., 1996). De
hecho, la inactivacién de los canales alA es mas lenta y la dependencia
de voltaje esta desplazada hacia potenciales mas positivos cuando este
residuo estd cargado positivamente (glutamato en vez de arginina).

a.4. Regulacién farmacolégica

La porcién C-terminal (1854-1921) de la subunidad « contiene 5
serinas que facilitan su fosforilacion por diversas protein-cinasas (A,
G y Ca-calmodulina) y un punto de unién con la subunidad 8, que
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también presenta dichas secuencias (figura 4). Ello indica que la ac-
tividad de ambas subunidades se regula via fosforilacién. Las cateco-
laminas fosforilan-activan el canal a través de la activacién de la via
proteina Gsa-AMPc-PKA, aumentando la probabilidad de apertura del
mismo {(Yatani y cols., 1995), lo que explica el aumento de contracti-
lidad y frecuencia cardiacas que producen.

Las subunidades «lA, @1B v ¢lE también presentan una secuen-
cia de unién de 18 aminoacidos para las proteinas Gfy, localizadas en
el lazo de unién de DI-DII, que puede ser activada por diversos me-
diadores y neurotransmisores {Ikeda, 1996; De Waard y cols., 1997;
Walker y De Waard, 1998). Asi, por ejemplo, los canales P/Q y, en par-
ticular, los N se inhiben por agonistas de los receptores u opidceos,
revirtiéndose este efecto tras la fosforilacién del canal por la PKC. So-
matostatina, carbachol, ATP y adenosina inhiben los canales N, P/Q y
R; este efecto, que se antagoniza por la toxina pertusis, esta mediado
a través de la interaccion de la proteina Gpy con las subunidades a1
de los canales (Herlitze y cols., 1996).

Los puntos de unidén de los antagonistas del Ca en las subunidades
a1S/C/D/F estan acoplados alostéricamente (Catterall, 1995, 2000). El ve-
rapamilo y el diltiazem (pKa=8) se encuentran ionizados a pH fisiol6gi-
co y alcanzan su receptor [localizado en el segmento IVS6 (1339-1354 y
(1382-1400) y en una secuencia de 43 aminodacidos cercanos a la boca
intracelular del poro (E1349-W1391)] desde la superficie interna del ca-
nal cuando éste se abre-activa. Para ello, deben atravesar la membrana
siguiendo una via hidrofébica. Ambos farmacos producen un bloqueo
voltaje- y frecuencia-dependiente, ya que presentan una alta afinidad por
el estado inactivo y prolongan el tiempo de reactivacién del canal tipo-
L (Tamargo, 1996). Por el contrario, las dihidropiridinas son moléculas
muy lipofilicas (pKa = 3, por lo que el 90% se encuentra en forma no-
ionizada) que solo acttian cuando se aplican a la superficie externa de
la membrana celular. Estos farmacos producen un bloqueo voltaje-de-
pendiente, pero un pobre bloqueo frecuencia-dependiente, ya que aun-
que presentan una alta afinidad por el estado inactivo, no modifican la
reactivacién del canal. Su receptor se localiza en una regién hidrofébi-

ca cercana a la superficie externa del canal en la que participan las re-
giones S5-S6I1I (1025-1040) y IVS6 (1349-1391).

D. CANALES ACTIVADOS POR RIANODINA

La liberacién de Ca desde el RS del misculo esquelético y cardiaco
se realiza a través de unos canales de Ca denominados receptores de
1':ianodina (RyR)(Meissner, 1994, Sutko y Airey, 1996). Existen, al me-
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nos, tres genes que codifican los canales de Ca del RS: el RyR1 codi-
fica los del musculo esquelético, el RyR2 los expresados en miisculo
cardiaco y el RyR3 los del misculo esquelético neonatal; las tres iso-
formas se expresan en tejido cerebral (Tabla 1).

a) Estructura

El canal RyR1 esta implicado en el acoplamiento excitacién-con-
traccién del misculo esquelético, forma un complejo con varias pro-
teinas, incluidas las del canal tipo-L de Ca, la calsequestrina y la tria-
dina. El RyR1 es uno de los canales mas voluminosos clonados hasta
el momento actual. Es un tetramero formado por 4 subunidades dis-
puestas en forma de hoja de trébol que presenta un canal central de
20-30 A de diametro. Cada subunidad contiene 5037 aminoacidos y
un peso molecular de 363 kDa (Takeshima y cols., 1989). Las porcio-
nes hidrofébicas de las 4 subunidades forman un largo dominio N-
terminal intracitoplasmatico, denominado el pie, que se extiende en
el espacio existente entre el RS y la membrana de los tabulos T (fi-
gura 5). Los segmentos transmembrana que forman el poro estan lo-
calizados en el extremo C-terminal de la proteina, si bien el nimero
de segmentos transmembrana es aun motivo de controversia. El ex-
tremo N-terminal contiene los puntos de unién para Ca (uM), ATP,
calmodulina (se une cuando la [Ca], es baja), cafeina y rianodina (nM),
asi como los ligandos que aceleran la inactivacién del canal ([Ca], >
10 pM, Mg = mM)(Meissner, 1994, Zucchi y Ronca-Testoni, 1997); tam-
bién se localizan en este extremo las mutaciones asociadas a canalo-
patias,

Cada subunidad RyR2 contiene 4968 aminoacidos (mondémero
~560 kDa) y muestra una homologia del 66% con el RyR1, mientras
que cada subunidad RyR3 contiene 4872 aminoécidos y una homolo-
gia del 67% con el RyR] (Hakamata y cols., 1992). Aunque los cana-
les RyR inducen la liberacién de Ca desde el RS, su selectividad i6ni-
ca relativa es bastante pobre (pCa/K~6) (Smith y cols., 1997). La
conductancia de los canales es de entre 90 pS (RyR1 y RyR2) y 140
pS (RyR3) en 50 mM de Ca y el tiempo medio de apertura de 0.22
mseg (Chen y cols., 1997),

b) Papel funcional

Los receptores RyR1 y RyR2 juegan un importante papel en el aco-
plamiento excitacion-contracccion en el misculo esquelético y cardia-
co, respectivamente, ya que facilitan la liberacién de Ca desde el RS

55



FiGura 3

Estructura del canal de rianodina del reticulo sarcoplastico (RS) del miisculo
esquelético (RyR1}. R615C: mutacién responsable del sindrome
del estrés porcino

_ RI63C NH,
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el canal RyR1
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Luz del RS

y aumentan la [Cali a nivel de las proteinas contractiles. En ambos ti-
pos de musculos la despolarizacién de la membrana de los tibulos T
inicia la liberacién del Ca almacenado en el RS, aunque el mecanis-
mo de acoplamiento sea bien distinto.

En el misculo cardiaco ¢l RyR2 es activado por los iones Ca que
penetran desde el espacio extracelular tras la apertura de los canales
de Ca tipo-L; este Ca que penetra desde el exterior es insuficiente para
estimular las proteinas contrictiles, pero si es capaz de producir la li-
beracién de grandes cantidades de Ca almacenado en el RS a través
de la apertura de los canales RyR2.

En el misculo esquelético, los canales de Ca tipo-L y los recepto-
res de la rianodina (RyR1) se localizan en los puntos de unién de los
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tibulos T con el RS; a este nivel, el lazo que une los dominios DII-
DIII de la subunidad «1S del canal tipo-L se asocia fisicamente con
el receptor RyR1 (Leong y MacLennan, 1998a,b; Tanabe y cols., 1990).
Cuando llega el potencial de acciéon muscular, la despolarizacion de
los tiibulos T produce un cambio conformacional en los canales tipo-
L sin necesidad de que pase Ca a su través y este cambio acttia como
un sensor de voltaje de los canales RyR1 (Franzini-Arsmstrong y Pro-
tasi, 1997). La apertura del canal RyR1 facilita la liberacién del Ca al-
macenado en el RS hacia el citosol y el aumento de la [Ca], a nivel de
la troponina C desencadenando la secuencia de fenémenos que con-
duce al acoplamiento electromecanico.

c)  Modulacién farmacoldgica

El RyR1 es modulado por diversos segundos mensajeros y ligan-
dos endégenos. El mas importante es la [Ca], existiendo una relacién
en campana entre la [Ca], y la activacién del canal, alcanzandose el
pico maximo de corriente cuando la [Ca], es de unos 5 mM; a con-
centraciones superiores, el Ca intraceiular inhibe la corriente. Se ha
propuesto la existencia de 2 puntos de unién para el Ca, uno de alta
afinidad que facilita la apertura del canal y otro de baja afinidad que
la inhibe (Franzini-Arsmstrong y Protasi, 1997). Esta inhibicién pue-
de tener un significado funcional, ya que representa un mecanismo
que limitaria la cantidad de Ca liberado por el RS. El mecanismo por
el que finaliza la liberacién de Ca es desconocido, habiéndose sugeri-
do que quizas podria estar implicada la deplecién local de Ca a nivel
del RS en la vecindad del RyR1. Concentraciones milimolares de ATP
aumentan la sensibilidad del RyR1 al Ca al desplazar la relacién exis-
tente entre la activacién del canal y la [Ca]; hacia concentraciones in-
feriores. El ATP acttia de forma sinérgica con el Ca para facilitar la
apertura del canal, mientras que el Mg y la calmodulina impiden di-
cha apertura,

Diversos farmacos modifican la relacién existente entre la activa-
cién del canal RyR1 y la [Ca]. La cafeina (rango mM) aumenta la sen-
sibilidad del RyR1, de tal forma que la apertura del canal y la libera-
cién de Ca tiene lugar a concentraciones inferiores de Ca intracelular;
la suramina (uM) y la rianodina (nM-uM) también actiian como ago-
nistas de los canales RyR1. Los anestésicos generales halotano y en-
fluorano aumentan la actividad de los canales RyR1y RyR2. El RyR2
cardiaco es sensible a diversas protefn-cinasas; la via proteina Gsa-
AMPc-PKA aumenta la liberacién de Ca y puede contribuir al aumento
de la contractilidad cardfaca producida por las catecolaminas en el
miusculo cardiaco. La digoxina también activa los receptores RyR2,
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pero no los RyR1, pudiendo este efecto contribuir a sus acciones ino-
tropicas positivas.

Otros farmacos bloquean los RyR1 y RyR2. Este es ¢l caso de ria-
nodina (> 100 uM), rutenio rojo, calmodulina en presencia de altas
concentraciones de Ca intracelular v de algunos anestésicos locales
(p.ej. procafna, tetracaina) que bloquean el RyR1. El dantroleno, far-
maco utilizado en el tratamiento de la hipertermia maligna, blogquea
el aumento de conductancia del canal RyR1 producido por el Ca y el
halotano (Ohnishi y cols, 1983; Ohta y cols., 1990).

E. CANALES DE CLORO

Los canales de Cl juegan un importante papel en la regulacién
de la excitabilidad celular, el transporte transepitelial y la regulacion
del volumen y del pH celulares y pueden ser activados por cambios
de voltaje, ligandos endégenos (Ca, AMPc, proteinas G) v fuerzas fi-
sicas (dilatacién celular) (Jentsch v cols., 2002). El primer canal vol-
taje-dependiente de esta familia, denominado CLC-0, fue clonado del
organo eléctrico de la rava Torpedo marmorata (Jentsch y cols.,
1990). Posteriormente, se han clonado otros 9 canales, codificados
por los genes CLCN1-7, CLCNKa y CLCNKDb (Tabla 1). Los canales
ClC-0, CiC-1, CIC-2 y CIC-Ka/b se localizan en la membrana celular,
mientras que los restantes canales se encuentran en las membranas
de las mitocondrias y de otras organelas intracelulares. Los canales
localizados en la membrana celular estabilizan el potencial de mem-
brana en las células excitables (p.ej. en el misculo esquelético) v son
responsables del transporte transepitelial de agua y electrolitos,
mientras que los canales intracelulares pueden contrabalancear la
corriente producida por las bombas de protones (Jentsch vy cols.,
2002).

1. El canal de cloro del miisculo esquelético

El canal CIC-1 pertenece a la familia de los canales CLCN acti-
vados por cambios de voltaje v juega un importante papel en el con-
trol de la excitabilidad, ya que contribuye a casi el 80% de la con-
ductancia total de la membrana del misculo esquelético en reposo
(-90 mV) y es casi 10 veces mas permeable al Cl que al K (Fahlke y
cols., 1996; Maduke y cols., 2000). El canal se inactiva cuando se hi-
perpolariza el potencial de membrana y su cinética esta controlada
por el pH y la concentracion extracelular de Cl (Rychkov v cols.,
1997).
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Los canales de Cl ayudan a repolarizar el potencial de accién mus-
cular, por lo que se puede predecir que una reduccién de la conduc-
tancia al Cl retrasaria la repolarizacién y produciria un aumento de
la excitabilidad celular. De hecho, los bloqueantes de los canales de Cl
(p.ej. el 4cido antraceno carboxilico) inducen salvas de miotonia en
células musculares aisladas de animales normales.

Los canales de Cl poseen entre 650-1000 aminodcidos, un peso mo-
lecular de entre 75 y 130 kDa. Recientemente, se ha analizado la es-
tructura de un canal de Cl presente en la Salinonella enterica y en el
Escherichia coli (Dutzrer y cols., 2002). Estos canales presentan 18 a-
hélices (denominadas A-R, aunque la A no se inserta en la membra-
na), alguna de las cuales, a diferencia de lo que hemos visto en los
canales de Na, Ca y K, puede no atravesar la membrana celular en su
totalidad y cuyos segmentos C- y N-terminales son intracitoplasmaéti-
cos (figura 6). El canal CIC-1 es selectivo para aniones (Cl > Br> 1) y
presenta una conductancia de 1 pS en presencia de 140 mM de Cl. El
canal funcional parece estar formado por la dimerizacién de dos su-
bunidades CIC-1, presenta 2 poros separados entre si por una zona
extracelular electronegativa que facilita la repulsién electrostatica, 2
filtros de selectividad y 2 compuertas de activacién, pero sélo una
compuerta de inactivacion (Ludewig y cols., 1996; Middleton y cols.,
1996). Algunos canales de Cl presentan rectificacién interna (CIC-1/2)
o externa (CIC-5).

La porciéon N-terminal incluye los segmentos B-I y exhibe una
disposicién antiparalela con la porcién C-terminal (segmentos J-Q).
El filtro de selectividad de los canales de Cl incluye las secuencias
GSGIP (106-110, en el extremo citoplasmatico del segmento D),
G(K/R) GEP (146-150, entre E y F) y GXFXP (355-359 entre M y
N), asi como la T445 (al final de Q), todas ellas localizadas en los
lazos que preceden a los segmentos D, F, N y R, respectivamente,
mientras que los segmentos D, F y N, que estan cargados, formari-
an parte del sensor de voltaje. Los segmentos N-terminal de ambos
monémeros estdn cargados positivamente y se orientan de tal for-
ma que crean un medio electrostatico favorable para la unién del
anion. El i6n Cl es coordinado por los atomos de N de la cadena
amida de la 1356 y F357 y los dtomos de O, de la cadena lateral de
la S107 e Y445. El poro conductor (12 A) esta formado por las hé-
lices F, Ny D y se accede a él desde unos vestibulos intra y extra-
celulares méas amplios. El residuo E148 situado entre las hélices F
y N esta altamente conservado en los canales de Cl y formaria par-
te del filtro de selectividad del canal desplazdndose su cadena late-
ral para permitir el paso del i6n Cl a través del poro. Los vestibu-
los que conducen al filiro de selectividad contienen residuos de
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arginina (R147, R451), que crean un potencial electrostatico que en-
cauza los iones Cl hacia las entradas del poro iénico. La boca in-
terna del poro presenta puntos de fosforilacién para la PKC, lo que
disminuye la conductancia del canal sin modificar su dependencia
de voltaje (Rosenbohm y cols., 1999).
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PATOLOGIA VETERINARIA ASOCIADA
A CANALOPATIAS

Cada vez son mds frecuentes las patologias en cuya etiologia en-
contramos una mutacién de genes que codifican una o mas subuni-
dades de los canales iénicos. Muchas de ellas se resumen en la Tabla
1. En esta presentacién he elegido varios ejemplos que permiten ex-
plorar el papel de las canalopatias asociadas a mutaciones de los ca-
nales de Na, Ca, K y Cl en la Patologia Veterinaria.

A. MIQTONIAS

Bajo el nombre de miotonia (snio-musculo y tonus-tensién) se in-
cluye un grupo de enfermedades hereditarias caracterizadas por rigidez
y un retraso de la relajacién de la musculatura esquelética tras una con-
traccién voluntaria, que no se acomparfan de sintomas de debilidad o
distrofia muscular. En clinica humana, la miotonia congénita puede ser
transmitida de forma autosémica dominante {enfermedad de Thomsen)
o recesiva (miotonia generalizada o enfermedad de Becker). Los estu-
dios de biologia molecular y electrolisiologia celular han permitido de-
mostrar que en clinica humana y veterinaria (ratas, perros y cabras) la
mayoria de las miotonias se asocian a mutaciones en los canales de Na
(SCNA4A) y Cl (CIC-1) de la célula muscular esquelética que despolari-
zan el potencial de membrana, reducen el umbral de excitabilidad mus-
cular y facilitan, en respuesta a un estimulo eléctrico o mecanico, la
aparicién de contracciones repetitivas que dan lugar a una contraccién
muscular mantenida responsable de la rigidez muscular (Lehmann-
Hom y cols., 1987) (Tabla 1).

1. Miotonias asociadas a los canales de sodio

La paralisis hiperpotasémica periddica se caracteriza por episodios
de parilisis muscular flacida con signos de miotonia entre los episo-
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dios. El cuadro puede desencadenarse tras un ejercicio intenso; por
ejemplo, tras cerrar el pufo, el paciente no puede extender comple-
tamente los dedos durante varios segundos. La miotonia desaparece
cuando el ejercicio se repite varias veces («calentamiento»), pero vuel-
ve a reaparecer ¢l cuadro tras un periodo de reposo. En el electro-
miograma se observa ausencia de actividad espontinea en reposo o
de incrementos significativos de la actividad insercional, la aparicién
de un patrén interferencial al minimo esfuerzo o de potenciales de
unidad motora de pequetia amplitud y corta duracién, generalmente
polifdsicos.

1.1.  La pardlisis hiperpotasémica periédica (PHP) equina
a) Epidemiologia

Algunos caballos se seleccionan genéticamente por sus cualidades
atléticas, tanto para participar en competiciones deportivas, como en
concursos de doma y exhibicién. Este es el caso de los caballos cuar-
terones o Quarter horses. Esta raza es una mezcla de los caballos sal-
vajes indios (en particular chiskashaw), con caballos andaluces y ye-
guas de pura raza inglesa (Throroughbred) importadas a los Estados
Unidos por los primeros colonos de Virginia y Carolina en 1620. El
resultado fue una raza de caballos musculosos, agiles, veloces y con
una gran capacidad de reaccién y rapidez de reflejos, que les hacia
ideales para carreras cortas (200-800 metros). No e¢s, pues, de extra-
fiar que los caballos cuarterones se convirtieran en los mas populares
de los Estados Unidos desde que en el siglo XVII se utilizaran para
correr el cuarto de milla (de ahi su nombre) por la calle principal de
los pueblos, un deporte muy en boga en aquella época. Su pronun-
ciada musculatura y esbelta planta, ha convertido a los caballos cuar-
terones en los més frecuentemente utilizados para jugar al polo y par-
ticipar en concursos de salto de obsticulos y en rodeos (Cox, 19853;
Pickard y cols., 1991). Hoy la American Quarter Horse Association
fundada en 1941 en Forth Worth y con sede en Amarillo (Tejas) agru-
pa a 2.9 millones de caballos residentes en los Estados Unidos.

La PHP descrita originalmente en 1985-86 (Cox, 1983; Steiss y
Naylor, 1986), representa la enfermedad hereditaria mas frecuente en
los caballos cuarterones (Cox 1985, Pickar y cols., 1991). Al igual que
sucede en el sindrome humano, la PHP se hereda de forma autosé-
mica dominante y se caracteriza por ataques intermitentes de fasci-
culaciones y espasmos musculares, la presencia de hiperpotasemia du-
rante los ataques y alteraciones de la electrofisiologia muscular
esquelética (Cox , 1985; Steiss y Naylor, 1986). Es decir, que la PHP
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reproduce con bastante fidelidad el cuadro de adinamia episédica he-
reditaria descrito por Gamstorp y cols en 1957.

El 27 de mayo de 1992, la Universidad de Saskatchewan publicé
que el ancestro comun de los caballos con PHP era un semental lla-
mado linpressive, no por el nimero de descendientes que engendrd,
sino por sus poderosos miusculos (Bowling y cols., 1996). Nacido el
15 de abril de 1969, fue originalmente entrenado para correr en el hi-
pédromo, pero este plan fue cancelado ante el miedo de que pudiera
lesionarse (Chamberlain, 1985; Naylor y cols., 1993). Es por ello, que
entre los criadores de caballos cuarterones se habla de forma colo-
quial del «sindrome impresionante». En 1989, se calculé que el 2% de
los caballos cuarterones registrados en la Quarter Horse Association
(55.521) podrian ser descendientes de este semental y que entre el
0.49% y el 19 presentaria PHP (Naylor y cols., 1992a,b; Naylor, 1994;
Lehmann-Horn y Jurkat-Rott, 1999). En la actualidad se calcula que
el 2-4% de los caballos cuarterones de los Estados Unidos pueden ser
portadores de la enfermedad.

b) Bases fisiopatolégicas de la paralisis hiperpotasémica periédica

Los signos de rigidez y debilidad muscular que aparecen durante
los ataques no son debidos a cambios en la transmisién neuromus-
cular o en la liberacién de Ca desde el RS ni a alteraciones de las pro-
teinas contractiles. Por tanto, la rigidez y la debilidad muscular pue-
den explicarse teniendo presente que en el musculo esquelético
coexisten dos subpoblaciones de canales, la normal o nativa y los ca-
nales mutados. En los misculos esqueléticos normales los canales de
Na se abren tras despolarizar la membrana y persisten abiertos < 1
mseg, ya que pasan a un estado inactivo no conductor desde el que
la reapertura del canal es rara (Aldrich y Stevens, 1987). Por el con-
trario, en los musculos de los caballos con PHP al final del pulso des-
polarizante atin persiste una corriente de Na sensible a TTX (figura
7), por lo que presentan un potencial de reposo parcialmente despo-
larizado y esta anomalia se acentiia al aumentar la kalemia (Lehmann-
Horn y cols., 1987a,b; Pickar y cols., 1991). Cuando la despolarizacién
del potencial de membrana producida por los canales mutados es leve,
5-10 mV, los canales nativos se recuperan de la inactivacién durante
el potencial de accién y pueden reexcitarse por las reaperturas de los
canales mutados, lo que conduce a la aparicién de actividad muscu-
lar repetitiva que es la base de la actividad involuntaria que el animal
experimenta como signos de hiperexcitabilidad muscular (temblor,
fasciculaciones, miotonfa). Cuando la despolarizacién es mucho mas
marcada, 20-30 mV, la mayoria de los canales nativos pasan al esta-
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do inactivo, lo que convierte al musculo en inexcitable, siendo este el
mecanismo responsable de la debilidad y paralisis flacida muscular
(Lehmann-Horn vy cols., 1987a,b).

La PHP se asocia a mutaciones en la subunidad «l del canal de
Na del musculo esquelético (Nav!.4) sensible a la TTX y codificada
por el gen SCN4A (Rojas y cols., 1991). Rudolf y cols identificaron
una mutacién puntual (F1421L) cerca de la porcién citoplasmatica
del segmento S3 del dominio IV del canal de Na (figura 3) que es
responsable de la sintomatologia del caballo (Rudolph vy cols.,
1992a,b). Esta fenilalanina se encuentra presente en todos los
canales de Na, nerviosos o musculares, humanos y de distintas
especies animales (mosca, rata, calamar, anguila, medusa). Por ello,
se ha propuesto que la mutacién podria: a} alterar la unién de la
particula inactivante a su receptor en la boca interna del canal
de Na y/o b) estabilizar al canal en un estado conformacional «no-
inactivable» cuando se expone a altas concentraciones de K (Rudolf
y cols., 1992a,b).

En los musculos de los animales con PHP se observa que la am-
plitud méxima de la I, apenas se modifica, pero si lo hacen la ve-
locidad de caida de la corriente, la curva de activacién y/o el grado
de desacoplamiento entre la activacion e inactivacion (Chahine y
cols., 1994, Mitrovic y cols., 1995). Cuando se expresan los canales
mutados humanos T698M y M1592V en el misculo esquelético de
rata no se observan cambios en la activacion, la conductancia (17
pS), la cinética y la dependencia de voltaje de la inactivacién o la
reactivacion del canal de Na; sin embargo, la curva de activacion
estd desplazada 10-15 mV bacia valores mas negativos (Cummins y
cols., 1993; Cannon y Strittmatter, 1993; Rojas y cols., 1999). En la
mutacion T698M, los canales de Na muestran un tiempo de apertu-
ra prolongado y no se inactivan, lo que facilita la aparicion de mul-
tiples reaperturas durante el pulso despolarizante (Cannon, 1997:
Cannon y cols., 1993, 1995; Hanna y cols., 1996). Estos cambios pro-
ducen un solapamiento de las curvas de activacion e inactivacion, lo
que produce una corriente de Na persistente (corriente «window») a
potenciales de membrana comprendidos entre =70 y =35 mV que des-
polarizaria el potencial de membrana y facilitaria la actividad repe-
titiva muscular. Si la despolarizacién alcanza valores positivos a =53
mV, los canales de Na se inactivan y el musculo esquelético es in-
capaz de generar potenciales de accién propagados. Este defecto de
la inactivacién del canal de Na se acentiia en presencia de hiperpo-
tasemia. Ello es debido a que el acimulo de K en el espacio extra-
celular que rodea los tabulos T produce una despolarizacién del po-
tencial de membrana suficiente para que se produzca la apertura
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I

repetitiva de los canales de Na, desenmascarandose en estas cir-
cunstancias los defectos de su inactivacién producidos por la muta-
cién (Cannon y cols., 1995).

¢) Aspectos clinicos

En los animales heterozigotos la enfermedad se manifiesta por
una marcada sudoracién, aunque la temperatura rectal es normal
y breves periodos de fasciculaciones en los musculos faciales, del
cuello (lo que le impide masticar y tragar alimentos) y del tronco;
posteriormente, las fasciculaciones se hacen mas difusas e invo-
lucran un mayor nimero de musculos, lo que se acompaia de al-
teraciones de la marcha (el animal se balancea o se tambalea) y
acaba con una parilisis, por lo que no puede mantenerse en pie y
queda sentado sobre sus cuartos traseros (figura 7) (Spier y cols.,
1990). Los animales parecen aprensivos, pero permanecen alerta
y responden a las 6érdenes de su cuidador. Estos episodios, que no
son dolorosos, pueden durar desde pocos minutos a varias horas
v la mayoria de las veces los animales se recuperan espontanea-
mente sin tratamiento. No obstante, la paralisis es un grave pro-
blema para el caballo que puede desarrollar un edema pulmonar
con riesgo para su vida si persiste acostado durante un largo pe-
riodo de tiempo (Spier y cols., 1990). Los ataques aparecen, por
lo general, en animales de 2-3 afios de edad y son mas frecuentes
en los machos; la frecuencia de los ataques es muy variable, no
existe evidencia de fatiga o rigidez muscular tras el ataque v entre
los ataques los animales son clinicamente normales. La hiperex-
citabilidad muscular es responsable de la hipertrofia de la mus-
culatura esquelética (quizds porque las contracciones mioténicas
equivalen a la realizacién de ejercicio fisico continuo) y de la
especial belleza del caballo cuarterén, por lo que los animales
afectados se convierten con frecuencia en los ganadores de los
concursos hipicos, de doma y de exhibicién (los tipicos horse
shows y rodeos de los Estados Unidos) (Naylor y cols., 1992a,b,
1993).

Los ataques se producen espontineamente o pueden ser precipi-
tados por diversos factores, tales como la administracién de K o de
glucocorticoides, la exposicién al frio o a situaciones de estrés, el ayu-
no, la ingesta de alimentos ricos en potasio (p.ej. la alfalfa) o el ejer-
cicio extenuante, situacién en la que la kalemia puede llegar hasta los
8 mM (Medbo y Sejerstedt, 1990). No es pues de extraiar que la in-
yeccion iv. de KCI haya sido utilizada como prueba diagnéstica de la
enfermedad.
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Durante los ataques, no se observan cambios en las concentracio-
nes plasmaticas de glucosa, calcio 0 enzimas musculares (creatina ci-
nasa) y la funcién renal es normal. Sin embargo, si se observan he-
moconcentracion y aumento de las proteinas plasmaticas, cambios que
indican que existe un aumento de la extravasacién de liquidos hacia el
espacio extracelular durante los episodios {(Clausen y cols., 1980; Klein
y cols., 1960) y una marcada hiperpotasemia, que puede alcanzar va-
lores de hasta 11.7 mEq/l (las cifras normales son de 3-4 mEq/l) (Spier
y cols., 1990). La hiperpotasemia podria ser secundaria a un aumento
de la conductancia al K, ya que los canales de K permanecen abiertos
durante la repolarizacién o a que disminuye la capacidad del K para
ser captado por las células musculares esqueléticas. La hiperpotasemia
desaparece a las 2 horas del ataque, lo que debe tenerse en cuenta a
la hora de tomar muestras de sangre con fines diagndsticos.

El electrocardiograma presenta signos tipicos de hiperpotasemia,
observandose bradicardia, disminucién de la amplitud de la onda P,
aumento de la onda T y ensanchamiento del complejo QRS (Castex y
Bertone, 1987; Naylor, 1994); estos cambios pueden acompanarse de
taquiarritmias supraventriculares y ventriculares (Maxson-Sage y
cols., 1998). El electromiograma muestra la existencia de descargas
repetitivas, cuya amplitud oscila entre 0.1-3 mV v su duracién puede
alcanzar los 50 mseg y que cumplen el criterio de miotonia. La biop-
sia rmmuscular muestra la existencia de vacuolas intracelulares, actimulo
de glucdgeno y dilatacién de las cisternas terminales del RS, lo que
permite hacer un diagnéstico diferencial con la rabdomiolisis o las
miopatias metabdlicas.

Los animales presentan con frecuencia signos de disfuncién larin-
gea y faringea, como estridor, silbido laringeo y disfagia, que son se-
cundarios a la pardlisis de los musculos faringeos y laringeos (Carr y
cols., 1996; Steel y Naylor, 1996). El examen endoscépico permite de-
mostrar la existencia de colapso faringeo, edema faringeo o laringitis,
anomalias epigléticas, luxacion laringopalatina y pardlisis laringea
(Carry cols., 1996). Los animales homozigéticos presentan disfuncién
larfngea y faringea, hipoxernia e hipercapnia durante el ejercicio, in-
cluso aunque la debilidad muscular producida por la miotonia no sea
mis grave que la observada en animales heterozigotos (Carr y cols.,
1996, Maxson-Sage y cols., 1998).

d) Diagnéstico

El diagnéstico de la enfermedad es muy dificil, ya que el potro apa-
rece normal y presenta una musculatura muy desarrollada. Puede re-
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alizarse administrando a los caballos sospechosos de padecer la en-
fermedad por via oral KCl (88-166 mg/kg), observandose la aparicion
del cuadro clinico al cabo de 1-3 horas, aunque esta prueba no siem-
pre precipita un ataque. Si se mantiene a los animales en ayunas du-
rante al menos 12 horas se facilita la aparicién de los ataques. Ante
el riesgo de que el animal fallezca durante la realizacién de esta prue-
ba, se recomienda tener una via i.v. accesible y el (ratamiento ade-
cuado disponible. La determinacién de la creatin fosfocinasa es par-
ticularmente 1til en animales adultos. Hoy se prefiere la utilizacién
de pruebas de diagnostico genético, que permiten demostrar en una
muestra de sangre la existencia de la mutacién del canal de Na
(Rudolp y cols., 1992a,b). Esta prueba permite clasificar a los caballos
en normales, homozigotos y heterozigotos, pero no predice la
propensién de los heterozigotos a manifestar los signos de la enfer-
medad. La realizacién sistematica de esta prueba permite a las aso-
ciaciones de criadores controlar y/o erradicar la PHP y a los compra-
dores conocer las caracteristicas genéticas del animal que adquieren.
Entre octubre de 1992 y noviembre de 1994 se analizaron 22.000
caballos cuarterones en el Laboratorio de Genética Veterinaria de la
Universidad de California, observiandose que el 35.7% eran hetero-
zigotos y el 0.9% homozigotos para la enfermedad (Carr y cols., 1996).

El diagndstico debe excluir la existencia de pseudohiperpotasemia
(hemolisis) o la presencia de alteraciones electroliticas secundarias a
hipocorticalismo primario, insuficiencia renal crénica, rabdomiolisis
o administracion crénica de diuréticos. La marcada sudoracién del
animal, la presencia del prolapso del tercer parpado v la contraccién
de los musculos faciales y locomotores podrian llevar al diagnéstico
erréneo de un célico.

e) Tratamiento

El tratamiento de los episodios agudos consiste en reducir los
niveles plasmaticos de K, administrando por via i.v. liquidos isoté-
nicos libres de K [p.ej. dextrosa al 5% con bicarbonato sédico (5%)
o gluconato célcico]. La dextrosa y el bicarbonato facilitan la in-
corporacion del K en las células y el gluconato calcico antagoniza
los efectos de la hiperpotasemia. En ocasiones, la obstruccién res-
piratoria puede hacer necesario practicar una traqueotomia. El tra-
tamiento crénico de los caballos afectados con una dieta pobre en
K reduce la frecuencia de los episodios. Para ello deben evitarse ali-
mentos ricos en K, tales como la alfalfa, las melazas v los alimen-
tos dulces; por el contrario, la hierba de heno, la paja, la cebada, el
maiz y la avena son pobres en K (Rich, 1994). La acetazolamida (2-
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4 mg/kg cada 12 horas), un inhibidor de la anhidrasa carbénica, re-
duce la gravedad y frecuencia de los ataques, aunque no en todos
los animales (Stewart y cols., 1993; Riggs y cols., 1981). Ello pue-
de atribuirse a su accién kaliurética, que disminuye la kalemia,
aungue también se ha propuesto que podria reducir las concentra-
ciones plasmaticas de glucosa y potasio a través de la estimulacién
de la liberacién de insulina pancreatica, que aumenta la captacién
de potasio por la musculatura esquelética (Hoskins y cols., 1975;
Hoskins, 1977). También se han utilizado la hidroclorotiazida y el
salbutamol. Este agonista de los receptores (pf2-adrenérgicos esti-
mula la actividad de la ATPasa-Na/K-dependiente de la célula mus-
cular esquelética, aumentando la captacién de K a este nivel y dis-
minuyendo sus niveles plasmaticos (Tamargo y Delpén, 1990;
Bendheim vy cols., 1983). Sin embargo, la mexiletina no es efectiva
en el tratamiento de la PHP (Ricker y cols., 1983).

La prevencion de esta enfermedad hereditaria es facil a priori, ya
que se pueden identificar los portadores utilizando varias pruebas
diagnésticas (electromiograma, niveles de K, diagnéstico genético) y,
posteriormente, seguir un programa de cria selectiva para erradicar
la enfermedad. Sin embargo, el éxito de los animales afectados por la
PHP en los concursos de saltos y en las exhibiciones equinas, asi como
en los rodeos, supone un evidente incentivo para que continde su cria
y persista la propagacién de la enfermedad.

[) Tratamiento de las miotonias asociadas a mutaciones
de los canales de Na del misculo esquelético

La demostracion de que la TTX produce una hiperpolarizacion de
los musculos intercostales de caballos con PHP ha sido la base en la
que se fundamenta el tratamiento de la enfermedad (Pickar y cols.,
1991). Los [armacos anestésicos locales y los antiarritmicos del gru-
po 1 producen un bloqueo voltaje-, tiempo- y frecuencia dependiente
de los canales de Na musculares esqueléticos v son muy efectivos para
prevenir la rigidez y la debilidad muscular producidas por la hiper-
potasemia.

Durante el potencial de accién el canal de Na adopta 3 estados
conformacionales (Hondeghem y Katzung, 1984; Tamargo y cols.,
1989, 1992, 1998): uno conductor (abierto-O} y dos no conductores
(cerrado-C, inactivo-I). En reposo, predomina el estado C. Tras la apli-
cacién de un pulso despolarizante, los canales se activan (R — Q) y
durante 1-2 mseg aumenta la entrada de iones Na. A continuacién,
los canales se inactivan (O — I) o se cierran (O — C), lo que impide
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la entrada de Na a su través, atin cuando la despolarizacién se man-
tenga. El estado I predomina (O — I, R — 1) a niveles despolarizados
de potencial de membrana (tejidos isquémicos, hiperpotasemia). La
reactivacion del canal de Na (I — R}, es un proceso rdpido que acom-
pafa a la repolarizacién, por lo que cuando llega el siguiente poten-
cial de accién la mayorfa de los canales de Na estan en estado R y
disponibles para reactivarse.

A concentraciones terapéuticas (rango uM), los anestésicos locales
y los farmacos antiarritmicos (mexiletina, lidocafna, fenitoina o to-
cainida) presentan mayor afinidad por el estado inactivo que por el
abierto del canal y minima afinidad por el de reposo (Bean v cols.,
1983; Hondghem y Katzung, 1984; Courtney, 1987; Tamargo y cols.,
1989, 1992; Tamargo y Almendral, 1999; Snyders y cols., 1992). Los
farmacos, una vez que se unen al canal de Na, no permiten el paso
de Na a su través y desplazan la curva de inactivacién del canal ha-
cia valores mas negativos de potencial de membrana, produciendo una
mayor inhibicién de la I, a niveles despolarizados de potencial de
membrana. Dado que en los caballos con PHP el potencial de mem-
brana se encuentra despolarizado, el bloqueo de la conductancia al
Na preducido por los antiarritmicos del grupo I serd mayor en los ca-
nales mutados que en los nativos.

Por otro lado, la mexiletina y la tocainida producen un blogueo
del canal de Na que aumenta con la frecuencia de estimulacién
(Hondeghem y Katzung, 1984; Tamargo v cols., 1989, 1992 1993;
Snyders y cols., 1992). Este bloqueo frecuencia(uso)-dependiente se
debe a que al aumentar la frecuencia de estimulacién los canales
de Na persisten mds tiempo en los estados abierto e inactivo, que
son por los que mas afinidad presentan estos fdrmacos y retrasan
la reactivacioén del canal de Na, estabilizandolo en el estado inacti-
vo (Fan y cols., 1996, Fleischhauer y cols., 1998). Como conse-
cuencia, durante la actividad repetitiva nerviosa responsable de la
rigidez muscular es posible que cuando llega el siguiente potencial
de accién parte de los canales de Na atin no se haya reactivado, por
lo que queda bloqueado suprimiéndose ia actividad mioténica. La
mexiletina es un firmaco antiarritmico del grupo I que presenta
menor cardiotoxicidad que la lidocaina o la tocainida, motivo por
el que se ha convertido en el fairmaco de eleccién en los animales
con PHP (Riidel y cols., 1980; Roden y Woosley, 1986; Tamargo y
Almendral, 1999).

Los anestésicos locales atraviesan la membrana celular y pene-
tran a través de la boca interna del canal hasta alcanzar su recep-
tor. Estudios de mutagénesis han demostrado que la unién de alta
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afinidad de los anestésicos locales al estado inactivo del canal de
Na requiere tres residuos (F1764, 11769 v Y1771) que se localizan
en el extremo citoplasmatico del segmento Sé del dominio IV y el
segmento que une DIII-DIV que forma la particula de inactivacion
(Ragsdale y cols., 1994, 1996). Es posible que la amina terciaria
del anestésico local se una a la F1764, que se localiza en la parte
mas profunda del poro y que la porcién aromética se una a la
Y1771; existe un tercer residuo, isoleucina-1769, que forma la por-
cién mas externa del receptor (Ragsdale y cols., 1994). Los deriva-
dos del TEA, los farmacos antiarritmicos del grupo 1y algunos an-
tiepilépticos (fenitoina) se unen al mismo punto receptor. La
fenitoina también corrige las anomalias del electromiograma y pue-
de utilizarse de forma profilactica para prevenir los episodios pro-
ducidos por la hiperpotasemia en el caballo (Beech y cols., 1995).
Estos efectos podrian atribuirse a la alta afinidad de la fenitoina
por el estado inactivo del canal de Na y a su capacidad para me-
jorar el metabolismo energético muscular (aumenta los niveles de
los ésteres de triacilglicerol en el musculo afectado) (Fletcher y
cols., 1998).

Cuando el canal mutado F1412L se expresa en musculo esque-
lético de rata la densidad maxima de la corriente de Na no se mo-
difica, pero disminuye la velocidad de inactivacién y la curva de
inactivacién de la corriente se desplaza hacia valores mas positi-
vos de potencial de membrana, a la vez que se acelera la veloci-
dad de reactivacién de la corriente (Sah v cols., 1998). La lido-
caina, la mexiletina y la benzocaina disminuyen la densidad ma-
xima de la corriente, pero sélo la benzocaina acelera la inactiva-
cién del canal hasta valores similares a los del canal nativo. Estas
diferencias se han atribuido a que la benzocaina se asocia-disocia
mas rapidamente a los estados inactivo y abierto del canal de Na
que la lidocaina y la mexiletina (Deluca y cols., 1991, 1994; Hille,
1992; Sah vy cols., 1998}. En base a estos hallazgos se podria pro-
poner que los farmacos de eleccién para el tratamiento de la PHP
serian aquéllos que producen un blogueo de cinética rapida del
estado inactivo del canal de Na. Por el contrario, los fAirmaeos que
producen un blogueo de cinética lenta podrian dejar una subpo-
blacién de canales no unidos al farmaco que presentan actividad
repetitiva y un periodo refractario mas corto; ademas, cuando un
gran numero de canales esta unido al fArmaco, algo que sucede-
ria en los periodos de estimulacién repetitiva, los farmacos que se
disocian lentamente podrian persistir asociados al canal de Na du-
rante un largo perfodo de tiempo facilitando que el musculo se
haga inexcitable.
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2, Miotonias asociadas a los canales de potasio

El ratén weaver (wv) presenta a las 2 semanas de vida alteracio-
nes neurolégicas (marcada ataxia, hiperactividad motora, temblor) y
reproductivas (infertilidad masculina) que se transmiten de forma au-
tosémica recesiva. Estos cambios neurolégicos han sido atribuidos a
la degeneracién de las células granulosas cerebelosas y de las neuro-
nas dopaminérgicas de la sustancia nigra (Rakic y Sidman, 1973). El
fenotipo wv/wv se acompaiia de alteraciones funcionales y muerte de
las neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra, ataxia y convul-
siones ténico-clénicas esporddicas, mientras que el ratén heterozigé-
tico no es ataxico, pero si presenta una reduccién de las células gra-
nulosas y convulsiones (Hess, 1996; Shieh y cols., 2000).

El ratén weaver presenta una mutacién en el poro del canal Kv3.2
{(G1568), por lo que la secuencia GYG que determina la selectividad
iénica en la mayoria de los canales de K se reemplaza por la SYG ([i-
gura 1) (MacKinnon, 1993). El resultado es que el canal pierde su alta
selectividad para los iones K y conduce también iones Na y Ca (Sle-
singer y cols., 1996). Esta pérdida de selectividad se asocia a una re-
duccién en el numero de células en cerebelo, sustancia nigra y testi-
culo. Ademads, el ratén wv es al menos 10 veces mas susceptible a
determinados farmacos que bloguean los canales uniéndose directa-
mente a su luz, tales como el QX-314 (bloquea los canales de Na des-
de la superficie citoplasmaética y los receptores nicotinicos desde la
supertficie extracelular), el verapamilo (bloguea los canales de Ca tipo-
L) y el MK-801 (bloquea los canales asociados a receptores para N-
metil-D-aspartato o NMDA y nicotinicos).

A nivel neuronal, el canal Kir3.2 se ensambla con el Kir3.1 para
[ormar un canal de K que presenta rectilicacién interna y que se re-
gula por proteinas G (Liao y cols., 1996). Histoquimicamente, ambas
proteinas se expresan en las neuronas cerebelosas del ratén en los 4
primeros dias de vida postnatal (Slesinger y cols., 1996). Cuando el
canal wwKir3.2 se expresa en oocitos de Xenopus, se observa una re-
duccién de la sensibilidad a la activacién por agonistas muscarinicos
M2, de las respuestas mediadas a través de la estimulacién de la pro-
teina Gs y de la amplitud de la corriente de K generada. Ademas, la
perdida de selectividad iénica del canal aumenta la entrada de Na y
Ca, lo que se traduce en la aparicién de alteraciones de la excitabili-
dad neuronal, de la diferenciacién celular y, finalmente, la muerte ce-
lular (Slesinger y cols., 1996, Rossi y cols., 1998). La administracién
de MK-801 vy de verapamilo aumenta la viabilidad celular y el creci-
miento de las dendritas en neuronas granulares del raton wv (Kofuji
y cols., 1996}.
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La progresiva pérdida de neuronas dopaminérgicas de la sustan-
cia nigra del ratén wv es similar a la observada en pacientes con en-
fermedad de Parkinson, lo que sugirié una posible relacién entre am-
bos modelos. Sin embargo, los pacientes con enfermedad de Parkinson
esporadica o familiar no presentan mutaciones en el canal Kir3.2, lo
que sugiere que la etiologia de ambos cuadros es distinta {(Bandmann
y cols., 1996),

3. Miotonias asociadas a los canales de cloro
a) La miotonia de la cabra

Casi 30 afios después de que en 1876 Thomsen describiera la mio-
tonia que él mismo padecia, White y Plaskett (1903) describieron una
raza de cabras «débiles que se desmayaban» en el estado de Tenne-
see. Los animales presentaban ataques caracterizados por un marca-
do aumento de la rigidez muscular cuando intentaban realizar un mo-
vimiento enérgico muscular, por lo que, a menudo, se caian al suelo
y permanecian entre 5-20 segundos con las extremidades y el cuello
extendidos, motivo por el que este cuadro fue denominado «miotonia
congénita de la cabra» (Clark y cols., 1939).

Quiso la casualidad que leyendo una revista especializada veteri-
naria, Shirley Bryant se enterara de la existencia de unas cabras de
Tejas que se caian al suelo cada vez que el tren pasaba por el campo
donde pastaban. El tren asustaba a las cabras que, al igual que suce-
dfa con los pacientes afectados de miotonia, al intentar huir presen-
taban rigidez en los musculos de sus cuatro extremidades, se queda-
ban inmdviles y a menudo se caian al suelo. Bryant demostré que estas
cabras, que recibian diversas denominaciones («nerviosas, epilépticas,
patas rigidas o débiles»), presentaban una grave miotonia congénita
autosdmica dominante y pensé que podrian ser un excelente modelo

experimental para el estudio de la enfermedad de Thomsen (Bryant,
1979).

Utilizando microelectrodos de vidrio, Bryan demostré que los mus-
culos esqueléticos de estos animales presentaban una marcada dis-
minucién de la conductancia de la membrana en reposo y dado que
el Cl representa casi el 80% de la conductancia de la membrana, pen-
s6 que deberia existir una reduccién de la conductancia al Cl (Adrian
y Bryant, 1974; Bryant, 1979). Poco después, se comprobé que los
musculos de los pacientes con miotonia congénita también presenta-
ban una disminucién de la conductancia al Cl en reposo (Lipicky y
Bryant, 1966). Mds atn, se pudo comprobar que la miotonia podia re-
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producirse si se incubaban musculos esqueléticos normales en un me-
dio libre se cloro o si se bloqueaban mas del 30% de los canales de
Cl (Lipicky y cols., 1971). Esta reduccién de la conductancia al Cl ha-
cfa a la membrana muscular hiperexcitable y conducia a la aparicién
de descargas repetitivas espontaneas que eran las responsables de la
miotonia.

Los tibulos transversos (tibulos T) son invaginaciones de la
membrana celular que conducen el potencial de accién hacia en in-
terior de la célula muscular. Durante la propagacién del potencial de
accién muscular aumenta la concentracién de K extracelular (0.3
mM) en los tibulos T, lo que produce una pequefa despolarizacién
residual de la membrana al acabar el potencial de accién. En los
muisculos normales, esta despolarizacién apenas si modifica el po-
tencial de membrana porque la alta conductancia al Cl desplaza ra-
pidamente el potencial de membrana hasta los valores del potencial
de equilibrio para el Cl (Adrian y Bryant, 1974). Sin embargo, en los
musculos mioténicos disminuye la conductancia al Cl y, en estas con-
diciones, el aumento de la concentracién de K a nivel de los tibu-
los T produce un efecto 10 veces superior al normal sobre el poten-
cial de membrana. Ello produce una despolarizacién progresiva del
potencial de membrana que, si alcanza el potencial umbral, puede
generar la aparacién de uno o mds postpotenciales espontaneos, que
serian responsables de la miotonia. Una caracteristica de la mioto-
nia congénita es que la actividad repetitiva muscular que produce la
rigidez empeora tras un periodo de reposo y mejora por el ejercicio.
Es posible que esta mejoria pudiera, en parte, ser debida al aumen-
to de la actividad de la ATPasa Na/K-dependiente del misculo pro-
ducida por el ejercicio, que reduciria los niveles de K a nivel de los
tibulos T.

a.l. Mutaciones del canal de cloro

Tras el clonaje del canal CIC-1 se pudo demostrar que muta-
ciones del gen CIC-1 o el bloqueo de la conductancia al Cl deses-
tabilizan el potencial de reposo y conducen a un estado de hipe-
rexcitabilidad muscular caracteristico de la miotonia (Chen y
Jockusch, 1999). Beck y cols (1996) analizaron los efectos electro-
fisiolégicos de la mutacién de una alanina altamente conservada
en la porcién C-terminal de los canales de cloro humanos (CIC-1),
de rata (CIC-2) y de Torpedo marmorata (CIC-0) por una prolina
(A885P) (figura 6). La mutacién producfa un marcado desplaza-
miento de la curva de activacién del canal hacia valores mas posi-
tivos (+47 mV), lo que disminuia la probabilidad de apertura del
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canal y la conductancia al cloro en un rango de potenciales de
membrana a los que se genera el potencial de accién (Beck y cols.,
1996; Wagner y cols., 1998; Rhodes y cols., 1999). Ademas, las su-
bunidades mutadas producian un efecto dominante negativo sobre
el canal de Cl al ensamblarse con las nativas para formar un hete-
rotetramero no funcional (Steinmeyver y cols., 1991a,b). Utilizando
bloqueantes de los canales de Cl se ha demostrado que el bloqueo
de la corriente de Cl hasta en un 50% no es suficiente para pro-
ducir actividad mioténica, lo que permite explicar porqué los por-
tadores heterozigotos de mutaciones recesivas que destruyen has-
ta un 50% el funcionalismo del canal no presentan miotonia
clinica.

b) La miotonia del ratén

A finales de los anos 70 se describieron dos mutaciones esponta-
neas en ratones, una en la cepa A2G y otra en la cepa SWR/J. Am-
bas mutaciones producian miotonias que se transmitian de forma au-
tosémica recesiva. En la cepa inglesa se observaba que a los 10-12
dias de nacer los animales presentaban una rigidez con extensién de
sus extremidades, lo que les impedia volver a la posicién vertical y
mantenerse erguidos cuando se les colocaba en posicién supina, por
lo que denominaron a la mutacién adr («arrested development of righ-
ting response») (Watkins y Watts, 1984; Mehrke y cols., 1988). Los
americanos observaron que al agitar la caja que contenia a los ani-
males se producia una extensién sostenida de sus cuartos traseros,
acompaiiada de rigidez muscular, por lo que denominaron a esta cepa
inyo (mioténica) (Jockusch y Bertram, 1986; Riidel, 1990). Como en
el caso de las cabras, en ambas cepas de ratones la miotonia estaba

asociada a una reduccion de la conductancia a través de los canales
de CIC-1.

Poco después de que se clonara el gen que codifica el canal CLCNI,
se demostré que una mutacioén era responsable de la miotonia del ra-
tén adr, que al transmitirse de forma autosémica recesiva la conver-
tia en un modelo idéneo para estudiar la enfermedad de Becker (Stein-
meyer y cols., 1991b, 1994). Tras el nacimiento, los canales de K
determinan el potencial de reposo en el musculo esquelético del ra-
tén, pero su papel va disminuyendo progresivamente, de tal forma que
al cabo de 2-4 semanas, es la conductancia al Cl la que determina el
potencial de reposo, acompanandose este cambio de un aumento pa-
ralelo en el ARNm del canal CIC-1 (Conte Camerino y cols., 1989).
Esto explica porqué la miotonia en el ratén aparece al cabo de este
tiempo.
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Steinmeyer y cols (1991a,b) demostraron que la miotonia del ra-
ton adr es debida a la insercién de un transposén en la posicién
467/468 del canal CIC-1 que produce una terminacién prematura del
proceso de translacién y reduce de forma importante el nimero de
canales funcionales (figura 6). Sin embargo, el mismo grupo ha de-
mostrado mas recientemente la existencia de otras dos alteraciones:
un codén de terminacién en posicién 47 (corresponde al segmento N-
terminal citoplasmaético situado antes del primer segmento A trans-
membrana) que suprime la funcién del canal CIC-1 y la mutacién
I553T, localizada en un segmento de 50 aminoacidos altamente con-
servado, sita en el segmento P de los canales de Cl (figura 6) (Grone-
mier y cols., 1994},

Posteriormente, se ha demostrado que tanto en los pacientes con
miotonfa congénita como en las cabras y ratones con miotonia, el
potencial de reposo de los musculos esqueléticos es normal (=-80
mV), pero es posible generar un potencial de accién propagado tras
la aplicacién de un pulso despolarizante de menor amplitud. Més
aun, tras la aplicacién de un tren de pulsos se produce una post-
despolarizacién (secundaria al acimulo de K a nivel de los tibulos
T) que si alcanza un determinado nivel de potencial de membrana
puede generar la aparicién de uno o mas potenciales de accién es-
pontaneos.

c) Miotonia del perro

Se ha descrito una miotonia congénita en ciertas razas de perros,
como los schnauzers enanos (Vite y cols., 1998). El cuadro que pre-
sentan estos animales es muy similar al de fa miotonia congénita hu-
mana, ya que cursa con hipertrofia muscular, disminucién de la gra-
vedad de la miotonfa con la actividad continuada («calentamiento») y
disminucién de la conductancia al Cl. En estos animales, la miotonfa
se asocia a la presencia de la mutacién T268M, localizada en la por-
cién N-terminal del segmento G del canal CIC-1 (figura 6) (Rhodes y
cols., 1999). El canal mutante presenta un marcado desplazamiento
(81 mV) de la curva de activacion del canal hacia valores mas positi-
vos, lo que disminuye la probabilidad de apertura y la conductancia
de la membrana al Cl a voltajes cercanos al potencial de reposo del
miusculo esquelético. Sin embargo, cuando se coexpresan canales na-
tivos y mutantes, el heterodimero resultante presenta un desplaza-
miento mucho menos importante de la curva de activacién (13 mV),
lo que sugiere que el mutante no ejerce un efecto dominate negativo
sobre el canal nativo, lo que es consistente con la transmisién auto-
sémica recesiva del cuadro.
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d} Tratamiento de los stndromes mioidnicos relacionados
con el canal de cloro

En estas circunstancias, el tratamiento va dirigido a reducir la hi-
perexcitabilidad utilizando farmacos con una alta afinidad por el es-
tado inactivo del canal de Na y que, por tanto, son capaces de
bloquear la generacién y propagacion de los canales de Na voltaje-
dependientes de forma mas marcada cuanto mayor sea la frecuencia
de estimulacién muscular. Se han utilizado la lidocaina, la tocainida
y la mexiletina, que bloquean los canales de Na de forma frecuencia-
dependiente y ejercen una acciéon mucho mas potente en animales con
miotonia cuando aumenta la frecuencia de disparo de los potenciales
de accién que sobre la excitabilidad normal (Ptacek, 1998; Caterall,
1995). Recientemente, se ha demostrado que los R{-)-enantiémeros
son al menos 5 veces mas activos para inhibir la hiperexcitabilidad de
los miusculos intercostales en cabras con miotonia, hecho que podria
explicarse porque estos enantiémeros presentan mayor afinidad
por el estado inactivo (Camerino y Bryant, 1976; Conte Camerino y
cols., 2000).

El bloqueo de la conductancia al Cl es parcialmente revertido por
la estaurosporina, un inhibidor de la protein cinasa C, pero no por
farmacos que aumentan los niveles intracelulares de AMPc (p.ej. fors-
kolina, toxina colérica) o por derivados de acido clofibrico o taurina,
que si aumentan la conductancia al Cl en las células musculares es-
queléticas normales (Bryant y Conte-Camerino, 1991). Sin embargo,
la estaurosporina no es capaz de revertir la disminucién de la con-

ductancia al Cl que aparece en animales mioténicos (Brinkmeier y
cols., 1999). -

B. CANALOPATIAS ASOCIADAS A LOS CANALES DE Na
1. La ataxia del ratén

Las ataxias cerebelosas son un grupo heterogéneo de alteraciones
de la funcién motora. El raton jolting presenta marcha incoordinada
y un temblor caracteristico en cabeza y cuello cuando va a realizar
un movimiento (Dick y cols., 1985). Los estudios electrofisiolégicos
han demostrado que este ratén no presenta alteraciones del miuiscu-
lo esquelético o de los nervios periféricos y que su ataxia es de ori-
gen cerebeloso; de hecho, las células de Purkinje cerebelosas estan
degeneradas y muestran una reduccion de las espigas eléctricas es-
pontdneas y regulares generadas en la membrana del soma tras la ac-
tivacién de canales Na-dependientes. Este cuadro se asocia a una mu-
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tacion (A1329T) en el poro del dominio DIII del gen SCN8A que co-
difica la subunidad «l del canal Na 1.6 (figura 3) (Kohrman y cols.,
1996). Este canal tiene una amplia distribucién cerebral, que inclu-
ye las células de Purkinje v granulosas del cerebelo, las motoneuro-
nas y la médula espinal, pero no se expresa en el musculo esqueléti-
co o cardiaco. El resultado de la mutacién es una disminucién de
una corriente de Na no inactivante que presentan las células de Pur-
kinje cerebelosas (Raman y Bean, 1997) y un desplazamiento de la
curva de activacién (14 mV) en sentido despolarizante, sin modificar
la cinética de inactivacién o de reactivacién de la corriente. Por tan-
to, el canal mutado queda estabilizado en un estado cerrado-no con-
ductor siendo necesario un estimulo despolarizante de mayor ampli-
tud que en condiciones normales para inducir su apertura. Ello,
ademds, conlleva a una reduccién de la actividad espontdnea y, por
tanto, de la actividad inhibitoria de las células de Purkinje, que seria
responsable de la pérdida del control de la actividad motora del ani-
mal (ataxia). Todos estos cambios sugieren que mutaciones del gen
SCNBA podrfan estar implicadas en diversos procesos neurodegene-
rativos.

C. CANALOPATIAS ASOCIADAS A MUTACIONES
DE LOS CANALES DE Ca

1. Canalopatias asociadas a mutaciones de los canales L
de calcio: la disgénesis muscular del ratén

Esta es una enfermedad autosémica recesiva producida como con-
secuencia de la supresién de un dnico nucleétido (mdg) en la subu-
nidad 18 de los canales de Ca del musculo esquelético, que produce
una proteina truncada a nivel del poro del dominio DIV, desapare-
ciendo el segmento S6 y la porcién C-terminal (Chaudhari, 1992).
Como consecuencia, la subunidad a1S ya no actiia como sensor de
los cambios de voltaje a nivel de los ttibulos T y, por tanto, no activa
el canal RyR1 (Beam y cols., 1986), lo que produce un fallo del aco-
plamiento excitacién-contraccién y los potenciales de accién genera-
dos por los musculos de estos animales no producen una respuesta
contractil (Knudson y cols., 1989). Ello explica por qué los ratones
nidg homorzigéticos se encuentran totalmente paralizados y fallecen
inmediatamente tras el nacimiento por paralisis muscular respirato-
ria; los heterozigotos, sin embargo, parecen normales, va que aunque
el 50% de los canales estan mutados, el 50% restante es normal y per-
mite que se realice un acoplamiento excitacién-contraccién normal.
Por tanto, el ratén disgénico es un excelente modelo para analizar el
acoplamiento excitacién-contraccion.
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La contraccién del muisculo esquelético se inicia por la despolari-
zacién del mismo que se propaga hacia el interior de los tdbulos T. A
nivel de las triadas, la membrana de estos tiibulos entra en aposicién
con la del RS que actia como principal depésito de Ca intracelular
Sin embargo, ambas membranas persisten separadas, por lo que du-
rante afnos fue dificil comprender cémo la despolarizacién del tibulo
T disparaba la liberacién de Ca desde el RS. Los canales de Ca tipo L
se acumulan en los puntos de aposicién de los tibulos T v el RS, pero
su bloqueo no altera el acoplamiento electromecanico en el musculo
esquelético, lo que indica que la entrada de Ca extracelular no es ne-
cesaria para que el acoplamiento excitacién-contraccién se produzca.

El canal RyR1 del RS carece de sensor de voltaje propiamente di-
cho, ejerciendo esta funcién los canales tipo-L de Ca, que al ser activa-
dos tras la despolarizacién de la membrana muscular facilitan la libe-
racién de Ca desde el RS a través del canal RyR1. En cultivos de
miottibulos disgénicos, Beam y cols (1986) demostraron que la subu-
nidad 1S de los canales tipo-L de Ca acttia como sensor de voltaje que
facilita la apertura de los canales RyR1 del RS, realizindose el acopla-
miento entre ambas estructuras a través de los residuos 666-690 y 724-
760 del lazo que une los dominios DII-DIII de la subunidad «1S del ca-
nal L y los residuos 954-112 y 1303-1406 del RyR1 (figura 4) (Tanabe y
cols., 1990; Yamazawa y cols., 1997; Leong y cols., 1998; Saiki y cols.,
1999; Gurrola y cols., 1999). La primera evidencia de este acoplamien-
to fue la demostracién de que el ratén disgénico, que carece de subu-
nidades «1S funcionantes, no presentaba acoplamiento excitacién-con-
traccién, a pesar de que las restantes subunidades del canal, los canales
RyR1, los depésitos de Ca intracelulares y las proteinas contractiles eran
normales (Beam y cols., 1986). En estas condiciones, la inyeccién del
ADNCc que codifica la subunidad ¢1S restauraba en los miotitbulos de
los animales disgénicos, las corrientes de Ca tipo-L y el acoplamiento
excitacién-contraccién (Tanabe y cols., 1998; Adams y Beam, 1989),

En el musculo cardfaco, el acoplamiento excitacién-contraccién
es dependiente de la entrada de Ca desde el medio extracelular a tra-
vés de los canales tipo-L; este Ca que penetra representa tan sélo el
10% del necesario para disparar el proceso de excitacién-contrac-
cién, pero es suficiente para estimular los receptores RyR2 ¢ indu-
cir la liberacién de grandes cantidades de Ca desde el RS. Es decir,
que en el muasculo cardiaco, el acoplamiento excitacién-contraccién
implica «la liberacién de Ca inducida por Ca» (Tamargo vy Delpén,
1999). Cuando los musculos disgénicos del ratén se transfectaban
con el ADNc que codificaba la subunidad a1C del musculo cardia-
co, el acoplamiento excitacién-contraccion del musculo esquelético
se hacia dependiente de la entrada de Ca a través de los canales L.
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2. Canalopatias asociadas a mutaciones de los canales
de calcio P/Q

Los canales voltaje-dependientes de Ca participan en la regula-
cién de numerosas funciones neuronales: excitabilidad, actividad
ritmica espontanea, liberacién de neurotransmisores, migracién
neuronal, extensién de axones y neuritas, establecimiento de co-
nexiones sindpticas, plasticidad neuronal y regulacién de la expre-
siéon génica (Tsien y Tsien, 1990). La subunidad alA se expresa en
el sistema nervioso central y en la membrana presinédptica de la
unién neuromuscular. Es muy abundante en el cerebelo, donde
constituye la principal subunidad formadora del poro de los cana-
les P/Q de las células de Purkinje y granulosas cerebelosas (Stea y
cols., 1994). Las mutaciones del gen CACNAIA, que codifica esta
subunidad «lA, producen diversos procesos neurolégicos en clini-
ca humana, tales como la migrafia hemipléjica familiar, la ataxia
episodica tipo 2 (Ophoff y cols., 1996) y la ataxia espino cerebelo-
sa tipo 6 (Zhuchenko y cols., 1997).

Diversas mutaciones espontaneas autosémicas recesivas que
aparecen en los canales Ca, del ratén presentan un [enotipo carac-
terizado por la aparicién de ausencias epilépticas (con un patrén
electroencefalografico de espigas y ondas bilateral y sincrénico a
una frecuencia de 4-7 Hz que responde a etosuximida), ataxia, dis-
cinesia paroxistica, disminucién de la densidad de la corriente de
Ca, aumento de la expresién de la tirosina-hidroxilasa en las célu-
las de Purkinje y muerte celular cerebelosa {Coulter y cols., 1989;
Barclay v Rees, 1999). Son los ratones denominados fottering, let-
hargic, stargazer, ducky, rolling y leaner. El fenotipo es muy varia-
ble, pasando de los mds benignos (tottering y rolling), a los mas gra-
ves (leaner).

El ratén tottering presenta la mutacién P600K en la regién P del
dominio DII de la Subunidad «lA codificada por el gen CACNAIA
(figura 8), lo que conduce a una alteracién de la selectividad iénica del
canal similar a la observada en pacientes con migrafa hemipléjica. El
animal presenta movimientos estercotipados de sus miembros, ausen-
cias epilépticas acompafiadas en ocasiones de convulsiones motoras,
ataxia y una discreta degeneracion de las células de Purkinje y granulo-
sas cerebelosas (Fletcher y cols., 1996; Doyle y cols., 1997). El cuadro se
asocia también a un aumento en la expresién de la subunidad a1C en
las células de Purkinje de estos animales (Campbell y Hess, 1999).

El ratén leaner presenta también una mutacién en la subunidad 1A,
que produce una proteina truncada que carece de su porcion C-termi-
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nal (figura 8) y que asemeja a la causante de la ataxia cerebelosa tipo
2 en clinica humana (Doyle y cols., 1997; Lorenzon v cols., 1998; Wa-
kamori y cols., 1998). El animal presenta una ataxia grave y progresi-
va, ausencia epiléptica sin convulsiones motoras y una progresiva y mar-
cada degeneracién de las células de Purkinje y granulosas cerebelosas
secundaria a un aumento de apoptosis, por lo que no sobrevive al
destete. La mutacién del canal de Ca produce una reduccién mucho
mds marcada de la corriente de Ca en las células de Purkinje cerebelo-
sas en el animal rortering que en el leaner (Missiaen v cols., 2000).

El ratén lethargic aparecié en 1962 como consecuencia de una mu-
tacién espontanea de la cepa BALB/cGn (Dickie, 1964). Presenta una
conducta letargica, ataxia, convulsiones motoras focales y ausencias;
el cuadro, que aparece ya a las 2-3 semanas del nacimiento, asemeja
al pequenio mal epiléptico, pero no se asocia a cambios patolégicos en
la médula espinal, cerebro o muisculo esquelético. La mutacién res-
ponsable de estas alteraciones produce una proteina p4 truncada en
la que falta el extremo C-terminal por la que ésta se une a un grupo
de 18 residuos localizados en el lazo citoplasmético que une los do-
minios DI-DII de la subunidad «lA (Burgess y cols., 1997). La au-
sencia de una subunidad g4 funcional codificada por el gen CACNB4
se acompafia de una menor expresién de los canales tipo N que, ade-
mas, ahora contienen otras subunidades p (81, B2, p3) (McEnery v
cols., 1998; Burgess y cols., 1999a,b). Por tanto, el ratén lethargic de-
muestra el importante papel que las subunidades accesorias juegan
en la modulacién de la funcién de la subunidad central « de los
canales de Ca.

El ratén stargazer presenta convulsiones pico-onda caracteristicas
de la ausencia epiléptica, marcha ataxica y mueven la cabeza hacia
atras, como escudrifiando ¢l cielo (de ahi su nombre), asi como le-
siones degenerativas localizadas a nivel cerebeloso y en el ofdo inter-
no-vestibulo. Estos animales presentan un transposén en el intrén 2
del gen CACNG2 que produce €l fin de la transcripcién de la subuni-
dad y2 en ambas estructuras. Cuando la subunidad y2 se coexpresa
con las restantes subunidades se observa un desplazamiento de la cur-
va de activacién de los canales P/Q hacia niveles mas negativos de po-
tencial de membrana. Ademas, ahora la subunidad y2 no produce la
inactivacién de los canales P/Q, lo que se traduce en un aumento de
la entrada de Ca presindptica a través de los canales mutados y en
una despolarizacién del potencial de membrana neuronal (Letts y
cols., 1998).

El ratén ducky presenta ausencias epilépticas, atdxia, discinesia
paroxistica y signos de atrofia en cerebelo, bulbo y médula espinal.
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Estos cambios son debidos a que no se expresa el complejo a2/ (gen
CACNA2D2) en las células de Purkinje cerebelosas (y si se expresa ca-
rece de segmentos transmembrana). Como consecuencia, disminuye
la densidad de la corriente de Ca generada a través de las subunida-
des a1B/p4 expresadas en oocitos de Xenopits sin que se modifiquen
la conductancia del canal o la cinética de activacién o inactivacién de
la corriente (Barclay y cols., 2001).

El ratén rocker presenta una mutacién T1310K entre los segmen-
tos $5-86 del dominio DIII (figura 8), que se asocia a marcha ataxi-
ca, complejos punta-onda, aumento en la expresiéon de tirosina-hi-
droxilasa en las células de Purkinje cerebelosas y convulsiones
motoras (Zwingman y cols., 2001). Por el contrario, el ratén rolling
Ngoya presenta una mutacién (R1262G} en el segmento S4 del do-
minio DIII de la Subunidad alA (figura 8), que reduce la entrada de
Ca en las neuronas de Purkinje y disminuye la activacién de los ca-
nales de K activados por Ca; ello produce una despolarizacién del po-
tencial de membrana que inactiva los canales de Na y bloquea la ge-
neraciéon de actividad repetitiva a nivel cerebeloso (Mori y cols.,
2000}. Este mecanismo explicaria la pobre coordinacién motora de
las extremidades y las caidas repetidas, asi como la ausencia de con-
vulsiones que presentan estos animales (Oda, 1973, 1981).

D. CANALOPATIAS ASOCIADAS A LOS CANALES DE RIANODINA

Mutaciones en el gen RyR1 son responsables del sindrome de hi-
pertermia maligna en el hombre y del sindrome de estrés en el cerdo.

La hipertermia maligna (HM) descrita por Denborough y cols
(1968) no es una enfermedad propiamente dicha, sino una predisposi-
cion genética que se transmite de forma autosémica dominante y se
caracteriza por la aparicién de un marcado aumento del metabolismo
muscular esquelético tras exposicion del paciente a anestésicos volati-
les (halotano, enfluorano, isofluorano v metoxifluorano) o a relajantes
neuromusculares despolarizantes (succinilcolina) (Britt y Kalow, 1970).
La incidencia de la HM es muy baja, 1:15.000 en nifios y 1:30.000 en
pacientes adultos anestesiados (Fujii v cols., 1991). Cuando el pacien-
te se expone a estos farmacos, se produce un marcado aumento del Ca
liberado desde el RS, que se acomparia de un incremento del metabo-
lismo muscular esquelético, contractura muscular, hiperpotasemia,
arritmias, acidosis metabdlica y de la temperatura corporal, que pue-
de exceder los 43°C (Tabla 3) (McLennan y cols., 1990; McLennan y
Phillips, 1992; Jurkatt-Rott y cols., 2000a,b). La enfermedad es asinto-
matica, no produce ningin tipo de incapacidad y tampoco conlleva

84



Adueay

1S

MOIELL
oy

MO0
dunapo],

dxyoos & daunay ‘Fuijpoa ‘Tuiaagio) sauopea SO dp S1SIUIR el ud
sepesqdunl spuopenw se| uensanw as anb g ua ‘O SANOIN3U SI[RURD SO[ IP YD peprungns ] ap er3ojodoy,

g VHNOILY



riesgo para la vida mientras el individuo no sufra una anestesia gene-
ral. 8in embargo, la HM conlleva una marcada morbimortalidad. Ori-
ginalmente, la mortalidad alcanzaba al 709% de los pacientes y entre
los supervivienties quedaban secuelas neuronales y renales permanen-
tes. El dantroleno ha permitido reducir la mortalidad desde un 70%
hasta un 7% (Ording y cols., 1997). Por tanto, el interés de la investi-
gacién clinica humana va dirigida a identificar a las personas suscep-
tibles de padecer esta enfermedad; ello permite seleccionar el anesté-
sico general y el relajante muscular y evitar asf la aparicion de la HM.
Hoy sabemos que en la mayoria de los casos, la HM se asocia a mu-
taciones puntuales en el canal RyR1 del mdsculo esquelético de los pa-
cientes (Jurkat-Rott y cols., 2000 a,b).

TabrLa 3
Aspectos clinicos de la hipertemia maligna

Mecarnismo patogénico Clinica

Aumento de la [Cali muscular Espasmos musculares
Arritmias cardiacas
Hipermetabolismo
Rabdomiolisis
Hipermetabolismo Taquicardia
Acidosis metabélica v respiratoria
Deplecion de los depdsitos de ATP y glucosa
Hipercapnia
Hipoxemia
Aumento de la produccién de calor
Rabdomiolisis Aumento de los niveles de creatina cinasa
Hiperpotasemia
Mioglobinuria, fallo renal

1. Los cerdos permitieron desentrafiar el misterio:
el sindrome del estrés porcino

La HM aparece también en el cerdo, donde este cuadro ha alcan-
zado una alta incidencia. En los cerdos, la HM recibe el nombre de
sindrome de estrés porcino (SEP), va que generalmente se desenca-
dena en situaciones de estrés, tales como el transporte, las tempera-
turas ambientales altas, el ejercicio o la lucha; el sindrome también
puede aparecer tras el empleo de halotano, enfluorano, isofluorano,
metoxifluorano o succinilcolina (Gallant, 1980; Gallant y cols., 1980).

a) Epidemiologia. En los dltimos anos, se ha producido en la so-
ciedad occidental una presién creciente sobre los criadores de cerdos
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para producir animales con menor contenido graso y mayor muscu-
latura. Ello ha conducido a la utilizacién, negligente o inadvertida,
pero cada vez mds frecuente, de sementales homozigotos o heterozi-
gotos para el SEP por los criadores de cerdos para producir animales
con esas caracteristicas (Jones v cols., 1988; Sather y cols., 1991). Es-
tos programas de mejora genética, buscaban exclusivamente rendi-
miento y produccién de cerdos con una gran musculatura y un bajo
contenido en grasa. De hecho, aunque el SEP posiblemente aparece
en todas las razas de cerdos, su incidencia es mayor en aquéllas en
las que se ha incluido en el indice de seleccién una puntuacién mas
elevada para la musculacién (en general, los animales heterozigotos
presentan puntuaciones mads altas para la configuracién visual del
lomo y jamones), la velocidad de crecimiento, la conversién de ali-
mentos y la grasa del dorso.

El SEP es un cuadro ampliamente difundido, aunque existen gran-
des variaciones en la incidencia de la enfermedad entre razas y pai-
ses. Sin embargo, dado que todos los animales portadores de la en-
fermedad proceden de un ancestro comun, los programas de seleccion
genética han permitido extender la enfermedad a méas del 10% de los
cerdos de los Estados Unidos (O'Brien y cols., 1995). En Inglaterra,
la prevalencia del SEP alcanza al 11% en los cerdos de la raza Lan-
drace; en el resto de las razas europeas la prevalencia oscila entre el
0 y el 88%, pasando de una incidencia minima en los cerdos de raza
blanca grande (Large White) hasta un 100% en los de la raza Pietrain.
Es decir, que en algunos paises, el SEP se ha convertido en un im-
portante problema para la produccién porcina.

Se han utilizado 4 pruebas diagnésticas para conocer la prevalencia
del SEP: a) la del halotano, desarrollada por Christian (1992) en los Es-
tados Unidos y por Eikelenboom y Minkema (1974) en Holanda. Con-
siste en hacer respirar al animal halotano al 3%, observando que los
animales afectados desarrollan rigidez de las extremidades y aumento de
la temperatura corporal de 2°C en los siguientes 5 minutos; también es
posible constatar tras la anestesia la presencia de niveles mds altos de
glucosa-6-fosfato e inferiores de fosfocreatina. El problema es que aun-
que esta prueba permite diagnosticar hasta el 95% de los animales ho-
mozigotos para el SEP, sélo detecta un pequefio porcentaje de los he-
terozigotos, existiendo marcadas diferencias en su sensibilidad
dependiendo de la raza, la piara vy el laboratorio que realiza la prueba
(O’Brien vy cols., 1995). Los cerdos son sensibles al halotano ya a la edad
de 8 semanas, considerandose normales aquéllos que no reaccionan tras
un perfodo de estimulacién de 5 minutos. Utilizando esta prueba, la
prevalencia de HM es baja en los animales de la raza Landrace (1.5%
en Dinamarca, 7.3% en Canad4), pero cuando se asocian halotano y
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succinilcolina, hasta un 18% de esos mismos cerdos se comportan como
portadores del SEP. b) La determinacién de los niveles plasmaticos de
creatina cinasa (CK). Estos son mds elevados en los cerdos sensibles al
estrés, existiendo una buena correlacién entre los resultados obtenidos
con esta prueba y el test del halotano. Sin embargo, no todos los cer-
dos con SEP presentan un aumento en los niveles plasmaticos de CK,
por lo que su precisién no supera el 90%. c) El test funcional de la ca-
fefna, que se realiza en vesiculas del RS aisladas de musculo esqueléti-
co del cerdo. En los animales homozigotos, se observa que el canal RyR 1
se activa en presencia de menores concentraciones intracitoplasmaticas
de Ca, que se precisan concentraciones de este catién mas altas para
inhibir la actividad del canal (Mickelson y Louis, 1996) y que aumenta
la cantidad de Ca liberada por el RS en presencia de cafefna (Otsu y
cols., 1994; Tong y cols., 1997). En ocasiones puede reemplazarse la ca-
feina por halotano o, incluso, asociar ambos farmacos, lo que aumen-
ta la sensibilidad de la prueba diagnéstica. d) La identificacién de la
mutacién responsable del SEP, ha permitido disefiar una prueba de
diagnéstico genético que permite conocer los animales homo/heterozi-
gotos para el SEP con una precisién del 99% (MacLennan y Phillips,
1992; Rempel y cols., 1993).

En 1993, O'Brien y cols realizaron un estudio genético en 10.245
cerdos de engorde de distintas razas procedentes de 129 granjas de
Estados Unidos, Canada e Inglaterra. Aproximadamente el 17% de los
animales eran portadores heterozigéticos y el 1.5% homozigéticos de
la enfermedad. La prevalencia de mutacién responsable del SEP era
del 98% en los cerdos de la raza Pietrain, del 35% en los Landrace,
del 15% en los Duroc, del 19% en los largos blancos, del 14% en los
Hampshire, del 19% en los Yorkshire v del 16% en los mestizos. La
prevalencia de la mutacién era un 30-75% mayor en los cerdos ame-
ricanos, con excepcién de los Yorkshire, en los que la incidencia de
mutaciones del gen RyR1 era 3 veces mayor que en los canadienses;
dicha prevalencia era similar en Inglaterra y en los Estados Unidos.
La mutacién también se observé en la raza Berkshire. Otros dos ha-
llazgos importantes de este estudio fueron: a) que hasta el 12% de los
heterozigotos fallecian de SEP y el 50% de las canales de estos ani-
males estaban devaluadas por su baja calidad y b) que el coste de la
prueba de diagnéstico genético era de unos 60 délares americanos.

b) Factores de riesgo

En animales predispuestos, el SEP se desencadena no sélo por el
halotano o la succinilcolina, sino por diversos tipos de estrés fisico o
psicolégico, tales como las condiciones de encierro o de transporte de
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los cerdos hacia el mercado o el matadero, una alta temperatura am-
biental y reacciones defensivas o agresivas (Smith v Bampton, 1977;
Mitchell y Heffron, 1982). Otras causas del SEP incluyen el ejercicio
Hsico intenso, la lucha con otros animales o con los cuidadores, la in-
movilizacién, el apareamiento o incluso el parto. Aunque original-
mente se pensé que sélo los animales homozigotos eran susceptibles
de padecer la enfermedad, hoy sabemos que los hetererozigotos tam-
bién pueden presentar este cuadro en respuesta a ciertos estimulos
(Gallant y cols., 1989; Seewald y cols., 1991; Wedel y cols., 1993).

¢) Etiologia

El SEP es consecuencia de una mutacién puntual (R615C) en el gen
RyR1 que codifica el canal de rianodina localizado en el RS del mtis-
culo esquelético (figura 3) (Fujii v cols., 1991; Otsu v cols., 1994}, En el
musculo esquelético de los animales que presentan esta mutacién, la
[Ca]; en reposo es normal, pero se observa una aumento de la sensibi-
lidad del canal RyR1 al Ca y de la afinidad de éste por la rianodina, asi
como una disminucién del efecto inhibitorio producido por los iones
Ca y Mg o la calmodulina (Fujii v cols., 1991). Los musculos de cerdos
con la mutacién R615C presentan un menor umbral de excitabilidad
(Fujii y cols., 1991; Gallant y Jordan, 1996) y la liberacién de Ca desde
el RS producida tras despolarizar la membrana con K tiene lugar a ni-
veles de potencial de membrana mas negativos que aquéllos a los que
se activan los canales tipo-L.. Estos resultados sugieren la existencia de
cambios en la dependencia de voltaje de los canales RyR1 y que las tran-
siciones entre los estados cerrados implicados en la liberacién de Ca
desde el RS aparecen antes de que se produzca el paso al estado abier-
to del canal L (Dietze y cols., 2000). Cuando los canales RyR1 de cer-
dos con SEP se incorporan en bicapas lipidicas se observa que presen-
tan un tiempo de apertura més prolongado y una reduccién en el tiempo
que el canal se encentra en estado cerrado, a pesar de que la conduc-
tancia i6nica del canal no se modifique (Shomer y cols., 1994). Como
consecuencia, aumentan la probabilidad de apertura del canal, la libe-
racion de Ca y la [Ca], en el musculo esquelético.

Asi pues, en cerdos con SEP, el canal RyR1 libera mas Ca desde el
RS en respuesta a distintos estimulos (Nelson, 1983) v su apertura se
realiza por concentraciones de Ca, ATP v cafeina al menos 10 veces
menores que aquéllas necesarias para activar los canales de los ani-
males no afectados (Fujii y cols., 1991; lazzo y Lehmann-Horn, 1989).
En los canales mutados, el halotano y la succinilcolina facilitan su
apertura a concentraciones a las que no modifican el canal nativo (Iaz-
zo y Lehmann-Horn, 1989 Louis, 1992) y una vez abierto la [Ca];, que
inactiva el canal es mucho mayor en el canal mutado. Todos estos cam-
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bios aumentan la [Ca], y se traducen en la hipercontractura muscular,
la hipertermia y el aumento del metabolismo energético muscular:

El Ca liberado por el RS se une a la troponina C e inicia la contrac-
cién y, ademas, se une a la fosforilasa cinasa y activa la via de la glico-
lisis a fin de facilitar la sintesis de nuevas moléculas de ATP que repon-
gan aquéllas utilizadas durante la contraccién. La relajacién muscular
implica la disminucién de la [Ca], hasta los niveles existentes antes de
la contraccién. Para ello, el Ca debe reingresar en el RS, almacenando-
se en las cisternas terminales asociado a diversas proteinas fijadoras de
Ca (p.ej., calsequestrina, calreticulina) estando este proceso estd regula-
do por una ATPasa Ca-dependiente de la membrana del RS (SERCA1)
o atravesar la membrana hacia el espacio extracelular utilizando una AT-
Pasa Ca-dependiente (PMCA) o el intercambiador Na-Ca.

Inmediatamente tras el sacrificio, en los musculos esqueléticos de
los cerdos con SEP se produce un rapido y marcado aumento en la
[Ca], de la glucogenolisis y de la glucolisis acrobia, lo que produce una
acidosis metabélica (pH; < 6), una marcada reduccién de los depésitos
celulares de glucosa y ATP y un aumento del consumo de Q,, de la pro-
duccién de 4cido lactico, CO,, dcidos grasos libres y de calor (Lister,
1987). El aumento de la hidrélisis intracelular de ATP produce una pro-
gresiva inhibicién de la actividad de la SERCA y de la PMCA, lo que
conduce a un progresivo aumento de la [Ca], y a la contraccién-rigidez
de la musculatura esquelética del cerdo. También aumentan marcada-
mente las concentraciones plasmaticas de catecolaminas, que estimu-
lan la glucogenolisis hepatica, el metabolismo muscular y la lipolisis,
incrementdndose, respectivamente, la produccién de los niveles plas-
maticos de glucosa, 4dcido lactico y acidos grasos libres. La adrenalina
aumenta también la liberacién de K por el higado, apareciendo hiper-
potasemia, y el metabolismo energético muscular, lo que se traduce en
una mayor produccién de calor; a su vez, la estimulacién de los recep-
tores a-adrenérgicos produce una intensa vasoconstriccion en piel y mu-
cosas que evita la pérdida de calor y aumenta la temperatura corporal.
Estos cambios van seguidos de la desnaturalizacién de las proteinas
musculares (miosina) y de una mayor capacidad de las células muscu-
lares para retener agua, todo lo cual confiere a la carne de estos cerdos
una apariencia pélida, blanda y exudativa (PBE), que disminuye su va-
lor comercial (Warner y cols., 1997). En la necropsia de los animales se
observa que el rigor mortis y la putrefaccién de la canal aparecen mis
rapidamente que en los cerdos normales. Las visceras pueden aparecer
congestionadas y es posible observar edema pulmonar, asi como un au-
mento del liquido pericardico. Los musculos gliteo mediano, biceps
crural y dorsal largo aparecen palidos v blandos al cabo de 2 horas (Ga-
llant, 1980).
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c.l. Loci secundarios

En clinica humana existen al menos 4 loci relacionados con la HM,
localizados en los cromosomas 1q, 3q, 7q y 3p. Recientemente, se han
descrito 4 familias en las que el cuadro de HM aparece asociada al lo-
cus correspondiente a las subunidades a2/8 del canal de Ca tipo-L sen-
sible a dihidropiridinas, aunque no se identificé la mutacién respon-
sable del cuadro (Iles vy cols., 1994). También se ha descrito el caso de
una familia francesa en la que la HM se asociaba a una mutacion del
gen CACLNI1A3, que codifica la subunidad a1$ del canal de Ca del
musculo esquelético (Monnier y cols., 1997). En esta familia se de-
tectéd una mutacion (R1086H) en el lazo citosdlico que une DIII-D1V.
Esta mutacién aumenta la [Ca], durante la anestesia, bien por inter-
ferir con el acoplamiento de la subunidad 1S con el canal RyR1 o
por aumentar directamente el flujo de entrada de Ca a través de la su-
bunidad a18. Aunque las mutaciones del gen CACLN1A3 también es-
tan implicadas en la génesis de la parilisis periédica hipopotasémica,
los individuos de esta familia francesa no presentan los sintomas de
esta enfermedad. También se ha descrito un cuadre de HM en una fa-
milia americana que presentaba una mutacion en el gen SCN4A que
codifica la subunidad a1 del musculo esquelético (Vita y cols., 1995);
sin embargo, esta mutacién no ha sido confirmada en Europa

d) Caracteristicas clinicas

En el cerdo se han descrito hasta cuatro sindromes relacionados
con el estrés:

d.1. El cerdo con came pdlida, blanda y exudativa (PBE). La carmne de
los cerdos sensibles al estrés presentan una calidad inferior a la normal.
Ello es debido a que inmediatamente tras el sacrificio se produce un mar-
cado aumento de la glicolisis, que conduce a una produccién exagerada
de acido lactico y una reduccién del pH intracelular, que al cabo de 45-
60 minutos disminuye por debajo de 6, a la vez que la temperatura cor-
poral aumenta por encima de los 41°C. La acidosis y la hipertermia des-
naturalizan las proteinas del RS, produciendo una despigmentacién y
alteran la capacidad del musculo para retener agua (Jorgensen, 1982). La
carne de estos cerdos sensibles al estrés es PBE, presenta un olor agrio,
un sabor desagradable y sus cualidades son claramente inferiores para la
coccién y la elaboracién. Todo ello tiene una evidente repercusién eco-
némica negativa para los criadores de estos animales.

En ocasiones la carne de los cerdos presenta un color mas oscuro
y su consistencia es mas Hrme (carne de cerdo oscura, dura y seca).
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Ello ocurre cuando se realiza un transporte prolongado de los ani-
males en condiciones de ayuno, situacién en la que se produciria una
marcada disminucién de los depésitos musculares de glucégeno an-
tes del sacrificio.

d.2. El SEP o muerte durante el transporte. Cuando los animales
se transportan en condiciones de hacinamiento y de humedad y tem-
peratura elevadas, los cerdos que presentan la mutacién muestran
temblor rdpido de la cola, rigidez muscular y disnea, la temperatura
aumenta incluso por encima de los 43°C v aparecen zonas eritemato-
sas en la piel; finalimente, los animales sufren un colapso cardiores-
piratorio y mueren al cabo de 4-6 minutos. Durante la crisis puede
aparecer rabdomiolisis acompafiada de un aumento en los niveles
plasmaticos de creatina cinasa, hiperpotasemia que puede producir
taquiarritmias ventriculares graves y mioglobinuria con fallo renal
agudo. Si el animal sobrevive estos cambios se revierten lentamente,
en 1-2 semanas.

d.3. El sindrome de hipertermia maligna aparece en cerdos sensi-
bles tras su exposicion a halotano o succinilcolina (O'Brien y cols.,
1993). Inmediatamente tras la anestesia aparece un aumento del me-
tabolismo muscular, que se acompafia de rigidez, aumento del meta-
bolismo basal, acidosis metabdlica, hipertermia grave, taquicardia, ta-
quiarritmias ventriculares y muerte del animal (Webb y cols., 1982).

d.4. Finalmente, en cerdos Landrace y de otras raza se ha descri-
to la necrosis del miisculo dorsal largo (Bradley y cols., 1979). Se tra-
ta de un cuadro que dura unas dos semanas y que se caracteriza por
inflamacién y dolor en los musculos del lomo del animal, que se acom-
pafia de arqueamiento, rigidez o flexién lateral de la columna verte-
bral, pudiendo el animal acabar adoptando una postura de perro sen-
tado. El cuadro clinico mejora espontdneamente al cabo de unos
meses, pero puede conducir a la atrofia de los musculos afectados.

e) Dmportancia econdmica

El SEP es una canalopatia que conlleva importantes consecuen-
cias econémicas, ya que no sélo puede significar la muerte de los ani-
males sometidos a una situacién de estrés, sino que tras el sacrificio
puede cbservarse el cuadro de la carne PBE, cuya presencia, olor v
sabor repercuten de forma importante en su precio en el mercado. En
Canada el 10% de los animales portadores eran heterozigotos y el 1.5%
homozigotos; de éstos el 10% fallecia de SEP y el 509% presentaban
canales devaluadas (MacLennan y Phillips, 1992). Ademaés, durante el
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proceso de almacenamiento y procesamiento de la canal puede pro-
ducirse una pérdida de peso por goteo, que disminuye los beneficios
de las plantas de envasado de carne de cerdo. Otra causa de la pérdi-
da de ingresos es que los animales sensibles al SEP presentan una me-
nor ganancia de peso diario y una reduccién de las tasas de concep-
cién y del tamafio de las camadas.

Los cerdos homozigotos tienen un riesgo muy alto de desarrollar
el cuadro de muerte durante el transporte y de producir carne PBE
como para ser rentables en el mercado. Por tanto, su interés viene
dado por la similitud del cuadro de HM porcino y humano. Ello per-
mite utilizar estos animales como modelo para: a) conocer la fisiopa-
tologia de la enfermedad, los mecanismos de acoplamiento excitacién-
contraccién y la regulacién del metabolismo energético y b) disenar
farmacos anestésicos locales y relajantes neuromusculares que no pro-
duzcan HM en la clinica.

Los cerdos heterozigotos si pueden tener interés para los criado-
res, ya que se benefician del fenotipo de 1a mutacién {son cerdos mus-
culosos, lo que aumenta el peso de la canal en un 2-3% y con poca
grasa), presentan un bajo riesgo de desarrollar el SEP en respuesta
a situaciones de estrés y el riesgo de que se produzca carne PBE pue-
de minimizarse si se toman las medidas oportunas durante su trans-
porte y sacrificio, con el fin de minimizar todos aquellos factores que
sabemos precipitan el SEP. En la actualidad se seleccionan cerdas re-
sistentes (en las que se excluye la presencia de la mutacién) y verra-
cos sensibles al estrés para producir camadas de heterozigotos.

f)y  Profilaxis

El control del SEP depende de la seleccién genética de los animales
y la reduccién del estrés ejercido sobre ellos. La utilizacion de pruebas
de diagnéstico genético permite identificar a los cerdos homozigéticos
con un alto riesgo de presentar HM, muerte por estrés o el cuadro de
carne PBE y proceder a su sacrificio; este forma de proceder podria erra-
dicar la enfermedad en el plazo de 5 afios. Por otro lado, las mejoras
introducidas en los sistemas de alojamiento y transporte (elevadores
mecanicos, camiones amplios y bien ventilados, evitar el transporte
los dfas calurosos, enfriamiento mediante pulverizacién al finalizar el
trayecto) y las nuevas normas sobre el sacrificio (esperar 1-2 horas
entre su llegada al matadero y su sacrificio) han permitido reducir las
manifestaciones clinicas del SEP. Recientemente, se ha demostrado
que un reposo de 16 horas antes del sacrificio mejora el color y au-
menta el pH y la capacidad retentora de agua de las canales proce-
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dentes de animales heterozigéticos con respecto a los que eran sacrifi-
cados de forma inmediata (Stalder y cols., 1998).

g) Tratamiento

La HM no se trata, ya que es mortal en la casi totalidad de los ani-

- males. La mortalidad asociada a la utilizacién de anestésicos sélo pue-

de prevenirse administrando dantroleno (azaperona, haloperidol o ca-

razolol) antes de anestesiar al animal o 2-8 horas antes del transporte
para prevenir la muerte de los animales.

94



CANALOPATIAS COMO CAUSA DE LA APARICION
DE RESISTENCIAS A FARMACOS

A. RESISTENCIAS A FARMACOS ANTIHELMINTICOS

Las infestaciones por helmintos son un problema de salud publi-
ca de gran magnitud e interés creciente, no sélo por los cuadros pa-
tolégicos que originan en humanos y animales, sino por las induda-
bles consecuencias econémicas que conllevan. Sin embargo, por
miiltiples causas que no puedo ahora analizar, en los tltimos afios se
ha producido un progresivo aumento de las cepas de pardsitos inter-
nos resistentes a los antihelminticos clasicos, particularmente en los
pequefios rumiantes (Prichard, 1994; Conder y Campbell, 1995; Wa-
ller, 1997). El problema es particularmente importante en el ganado
ovino y caprino (donde han aparecido resistencias a H. contortiis, Os-
tertagia spp., Trichostrongylus spp., Nematodirus spp. y F. Hepatica) y
de menor importancia en el vacuno (aunque ya han aparecido resis-
tencias a Cooperia spp., Kaemonchus placei, O. Ostertag y T. Axei) y en
el equino (han aparecido resistencias a Cyathostomes), sin que se haya
ofrecido una explicacion vilida para este fendémeno (Sangster, 2001).
Como resultado, el tratamiento de las infecciones producidas por el
H. conturtus en la oveja representa en la actualidad un grave proble-
mas en numerosos paises y no sabemos si en un futuro inmediato las

resistencias alcanzaran cifras similares en el ganado vacuno (Geary y
cols., 1999a,b).

De todo lo anterior se deduce necesidad de profundizar en el co-
nocimiento de los mecanismos genéticos implicados en la resisten-
cia a los antihelminticos. Albert (1979) describié 4 formas de apari-
cién de las resistencias: a) el farmaco no alcanza concentraciones
suficientes a nivel de su receptor, b) aumenta la expresién del re-
ceptor en el nematodo y/o los mecanismos enzimaticos implicados
en la degradacion del farmaco, ¢) disminuye el receptor o la afini-
dad del farmaco por el receptor y d) se modifican las vias de sefia-
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lizacién que acoplan la activacién del receptor con la funcion biolo-
gica. Como muestra la Tabla 4, son varios los firmacos antihelmin-
ticos cuyo mecanismo de accién implica la apertura selectiva de ca-
nales i6nicos modulados por ligandos endégenos localizados en la
membrana de las células nerviosas y musculares de los nematodos.
Hoy sabemos que las resistencias a las avermectinas y a los agonis-
tas de los receptores nicotinicos se asocian, respectivamente, a mu-
taciones en los canales de Cl activados por glutamato y en los ca-
nales catiénicos asociados al receptor nicotinico (nAchR), que
reducen la densidad de receptores o la afinidad del farmaco por su
receptor en el canal iénico.

Tasra 4

Canales iénicos sensibles a los farmacos antihelminticos

Diana (pardsito) Fdrnaco

Receptor nicotinico Levamisol, butamisol, pirantel, morantel,
befenio, metiridina.

Receptores del GABA Piperazina

(nematodos intestinales)

Receptor de cloro sensible a glutamato  Avermectinas
(nematodos, insectos)

Conductancia al calcio Prazicantel

1. Avermectinas

Las avermectinas son un grupo de lactonas macrociclicas que pre-
sentan un anillo lacténico de 16 componentes con un sustituyente di-
sacarido en el C13 y que exhiben potentes acciones antihelminticas,
acaricidas e insecticidas (Rodriguez y cols., 2002). Distinguimos dos
familias: a) las avermectinas obtenidas del Streprommyces avermiitilis.
En este grupo se incluye la ivermectina, inicialmente utilizada como
insecticida en la proteccién de cosechas y que, posteriormente, ha al-
canzado una gran aceptacién en el tratamiento de un amplio es-
pectro de infecciones causadas por artrépodos (insectos, garrapatas,
dcaros) y nematodos en animales bovinos, ovinos, caprinos, aves y pe-
rros. En la actualidad es el tratamiento de eleccién en clinica huma-
na de la filariasis y el nematocida mas ampliamente utilizado en Ve-
terinaria. Otros componentes de este grupo de farmacos son la
doramectina (rumiantes y cerdos), la salamectina (caninos y felinos),
la abamectina (rumiantes y cerdos) v la eprinomectina (ganado le-
chero). b) Las milbemicinas, entre las que se incluyen las nemadecti-
nas, que se obtienen por fermentacién del S. ¢cyanogriseus non cyano-
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genus, la moxidectina (equinos y rumiantes), la milbemicina D v la
milbemicinoxima (perros) que se obtiene del S. hygroscopicus atireo-
lacrimosus. La gran efectividad de las ivermectinas frente a nemato-
dos y artrépodos tiene un indudable interés sanitario, ya que los ne-
matodos son Jos parasitos de mayor relevancia clinica y econémica en
la ganaderia espariola.

1.1. Mecanismo de accion de la ivermectina

Inicialmente, se propuso que las acciones antihelminticas de la
ivermectina serian debidas a su capacidad para inducir la liberacion
presindptica de GABA o para actuar como un agonista de los recep-
tores del GABA (Kass y cols., 1984). Sin embargo, pronto se demos-
tré en el C. elegans que, a dosis muy inferiores (107'2M) a las que pro-
ducia estos efectos, la ivermectina inducia la apertura de los canales
de Cl insensibles al GABA (Lingle y Marder, 1981) Ademas, en artré-
podos (langosta-Schistocerca gregaria), la ivermectina aumentaba de
forma reversible la conductancia al Cl a través de los canales sensi-
bles al GABA y de forma irreversible en neuronas insensibles al GABA
(Duce y Scott, 1985). Por ello, en la actualidad, su actividad nemato-
cida se atribuye a su capacidad para activar canales de Cl sensibles al
glutamato (GluCl), que se expresan de forma selectiva en las células
musculares y en las motoneuronas de los invertebrados, pero no en
los mamiferos (Arena y cols., 1991; Cully vy cols., 1994, 1996a,b).

En nematodos y artrépodos los canales GluCl son pentameros for-
mados por dos subunidades « y tres subunidades B. Hasta la fecha
se han aislado del C. elegans varias subunidades a (GluClal, GluCla2
v GluCla3, de 52.5 kDa cada una} y, al menos, una B (GluClIg de 49.9
kDa). Cada subunidad « presenta un largo dominio N-terminal ex-
tracelular, seguido de 4 dominios transmembrana v un corto domij-
nio C-terminal. Entre los dominios M2 y M3 se dispone una secuen-
cia de aminodcidos que puede ser fosforilada por la protein cinasa
C. La expresion en oocitos de Xenopus de homémeros formados por
subunidades « del C. elegans produce canales de Cl sensibles a iver-
mectina, pero no al glutamato, mientras que los canales formados
tras la expresién de subunidades a sélo son sensibles al glutamato;
cuando las subunidades a y B se coexpresan juntas se forma un ca-
nal GluCl activado por ambos farmacos (Cully y cols., 1994; Vassila-
tis y cols., 1997). Estos resultados indican que el glutamato se une a
las subunidades f (podria existir un segundo punto de unién en las
subunidades « que no produce la apertura del canal), mientras que
la ivermectina se une a las subunidades a (Cully y cols., 1994; Arena
y cols., 1995).
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En el Ascaris surom el glutamato activa de forma reversible los ca-
nales GluCl y produce un marcado aumento de la conductancia al Cl,
hiperpolariza el potencial de membrana del musculo faringeo del pa-
rasito, disminuye la excitabilidad celular y produce una paralisis fla-
cida, que conduce a la pérdida de la motilidad y, finalmente, a la eli-
minacién fecal del parasito (Cully y cols., 1996a,b; Sangster y Gill,
1999; Martin y Robertson, 2000).

Se han descrito puntos especificos de fijacién para la *H-ivermec-
tina en la membranas del C. elegans, existiendo una buena relacién
entre la fijacién del firmaco y su accién antihelmintica (Scheffer y
Haines, 1989). A concentraciones terapéuticas, la ivermectina actida
como un agonista del canal GluCl que aumenta de forma irreversible
su probabilidad de apertura, hiperpolariza el potencial de membrana
y produce una pardlisis flacida de la musculatura somadtica (Arena y
cols., 1995; Martin, 1993, 1993); esios electos se bloquean por picro-
toxina y acido flufenamico (Arena y cols., 1992). Este mecanismo de
accién comun explica por qué aparecen resistencias cruzadas entre
los distintos miembros de la familia de las avermectinas. Pero, ade-
mas, a concentraciones 10-100 veces inferiores a las que inhiben la
motilidad del parasito, las avermectinas pueden inhibir la actividad
muscular faringea; ello impide la alimentaciéon del nematodo y pro-
duce una depleccién de los niveles celulares de ATP que conduce a la
muerte del nematodo (Geary v cols., 1993; Cully y cols., 1994,
1996a,b).

Diversas evidencias indican que el glutamato y la ivermectina in-
teractiian sobre el mismo canal de Cl (Cully y cols., 1996a,b): a) cuan-
do se administran concentraciones maximas de glutamato e ivermec-
tina la respuesta obtenida es discretamente superior a la producida
por cada farmaco por separado; b) concentraciones bajas de iver-
mectina (< 10 nM) que no modifican la corriente de Cl potenciar el
aumento de la corriente de Cl producido por concentraciones sub-
maximas de glutamato, y ¢) la ivermectina reduce la desensibilizacién
del canal de Cl producida por el glutamato.

La selectividad de las avermectinas por los canales GluCl del pa-
rasito podrian explicarse porque: a) los canales GluCl por los que pre-
sentan una alta afinidad se expresan en el parasito, pero no en el ma-
mifero (Cully y cols., 1996a,b). De hecho, la ausencia de receptores de
alta afinidad para la ivermectina en cestodos y trematodos podria ex-
plicar su baja sensibilidad al fairmaco (Shoop vy cols., 95). b) Las pro-
piedades fisico-quimicas de las avermectinas les permiten acumular-
se mas en el tejido nervioso/muscular del parasito que en el del
huésped y ¢) los sistemas que facilitan el acimulo del farmaco en las
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células musculares de la faringe del parasito jugarian un pobre papel
en el huésped.

1.2, Mecanismos iénicos implicados en la resistencia
a la ivermectina

Las primeras resistencias a las avermectinas aparecieron hace 10
afios en el ganado caprino, siendo los parésitos en los que mayor
nimero de resistencias aparecen los de los géneros Cooperia, Hae-
monchus y Trichostrongilus. Estas resistencias son multigénicas, au-
tosémicas dominantes, no ligadas al sexo y cuando se detectan va
estan establecidas (Sangster y cols., 2002). Las resistencias estdn aso-
ciadas a mutaciones en los genes que codifican las subunidades que
forman el canal GluCl y a modificaciones en las glucoproteinas P
(Blackhall y cols., 1998). En este Discurso me referiré sélo al primer
mecanismo.

En los ltimos afios, el C. elegans nos ha permitido profundizar
en el mecanismo implicado en la resistencia a los antihelminticos
(Adams y cols., 2000). Se han identificado tres genes, gle-1, avi-15 vy
avi-14, que estan implicados en la sensibilidad/resistencia a la iver-
mectina y que codifican, respectivamente, las subunidades al, a2 y
a3 del canal GluCl (Sangster, 1996; Dent v cols., 1997; Fleming v
cols., 1997). Como muestra la figura 9, las subunidades GluClal y
GluCla3 se localizan a nivel neuronal, mientras que las subunidades
GluCla2 y GluCIp se expresan, ademads, en el musculo faringeo (Dent
y cols, 1997, 2000; Vassilatis y cols., 1997; Laughton v cols., 1997).
En el H. contortus se han identificado 3 genes, dos ortélogos a los
del C. elegans (GIuCIf y avr-14); también se ha identificado el gen
avr-14 en el Ascaris y secuencias similares han sido clonadas en -
larias (Sangster v Gill, 1999, Jagannathan y cols., 1999). Sin embar-
go, es evidente que desconocemos atn los genes que codifican las
subunidades o v B en muchos pardasitos.

La ivermectina penetra a través de la cuticula del nematodo, es-
tando regulado su paso por los genes Dyf (dye filling defective), cuya
mutacién podria reducir la sensibilidad del nematodo al firmaco.
Una vez en el interior del parasito, la ivermectina actiia sobre las
subunidades GluClal y GluCla3, que se localizan en ]a membrana
de las neuronas extrafaringeas y la GluCla2, que se localiza en el
musculo faringeo, aumentando la conductancia al Cl y producien-
do una hiperpolarizacién del potencial de membrana (figura 9.
Dent y cols., 2000). La activacién de los canales neuronales no es
suficiente para que la ivermectina ejerza su accién nematocida;
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Figura 9

Representacién esquematica del modelo propuesto por Dent y cols. (2000)
para explicar la sensibilidad/resistencia a la ivermectina
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para ello, es necesario activar también la GluCla2 o que la hiper-
polarizacién producida por el farmaco a nivel neuronal difunda ha-
cia las células musculares faringeas adyacentes, a través de las
uniones estrechas (gap-junctions) codificadas por los genes wunc-7
y unc-9 localizados en las neuronas intercalares 11 v RIP. Cada uno
de los 3 genes (aver-14, aver-15 y gle-1) confiere de forma inde-
pendiente una alta sensibilidad al gusano por la ivermectina, por
lo que mutaciones en cada uno de ellos no confiere resistencia a
la ivermectina, aunque la mutacién simultdnea de estos 3 genes re-
duce la sensibilidad del gusano al menos 4.000 veces (Dent y cols.,
1997, 2000). Por tanto, la explicacién mas convincente de la resis-
tencia a las ivermectinas es la aparicién de mutaciones en los ge-
nes que codifican las subunidades del canal GluCl del nematodo.

Sin embargo, otros mecanismos podrian participar en la aparicién
de resistencias a las ivermectinas, tales como la destruccién de las neu-
ronas intercalares o la mutacién de los genes unc-7 v unc-9 que codifi-
can las uniones estrechas (Dent y cols., 2000), cambios en los niveles
de expresién de los canales GluCl (ésta es muy inferior en los huevos
que en el nematodo adulto. Forrester y cols., 1999) v una disminucion
en la afinidad de la ivermectina por su receptor en el nematodo. Aun-
que en estudios iniciales realizados en el H. contortus no se habia po-
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dido demostrar que las resistencias se asociasen a alteraciones en la
unién de la ivermectina a su receptor en el GluCl (Rohrer y cols., 1994),
mas recientemente se ha demostrado que en formas resistentes de H.
contortus o de Telodorsagia circumcincta disminuyen los puntos de
unién de alta afinidad y aumentan los de baja afinidad para la iver-
mectina (Hejmadi y cols., 2000). Muy interesante es la observacién de
que la subunidad GluCIp esta ausente en formas resistentes de H. con-
tortus (Delany y cols., 1998); dado que esta subunidad se encuentra en
el musculo faringeo del pardsito, su ausencia podria explicar la reduc-
cién de la potencia nematocida de las ivermectinas.

2. Tetrahidropirimidinas

El levamisol y diversas tetrahidropirimidinas (pirantel, morantel)
actian como agonistas de los receptores nicotinicos para la acetilco-
lina (nAchR), localizados en la membrana de las células musculares
y nerviosas del nematodo (Evans y Martin 1996; Martin, 1993, 1997).
En el Ascaris suium, acetilcolina, levamisol, pirantel v morantel inte-
racttian con el nAChR, aumentando la conductancia de la membrana
a los iones Na v K y, en menor grado, al Ca, siendo bloqueados estos
efectos por la tubocurarina.

2.1, Mecanismo de accion

Utilizando la técnica del parche de membrana se ha demostrado
que estos antihelminticos abren canales catiénicos no selectivos cuya
conductancia oscila entre 19-60 pS y cuyo tiempo medio de apertura
varia entre 0.5-2.5 mseg (Robertson y Martin, 1993a,b; Robertson y
cols., 1994; Evans y Martin, 1996). Sin embargo, existen diferencias
entre los canales asociados al nAchR de los nematodos y los de los
huéspedes, ya que el levamisol produce una marcada despolarizacién
del potencial de membrana y una paralisis espastica en el nematodo,
pero no en ¢l huésped. De hecho, el canal del nematodo presenta una
mutacién en la subunidad a (Y190P), que le hace insensible a la lo-
fotoxina, una toxina aislada del coral Lophogorgia chilensis que blo-
quea los canales nAChR en los vertebrados (Bai y Sattelle, 1993).

El nAChR de los helmintos es una estructura pentamérica for-
mada por distintas subunidades (cada una de 55 kDa) que atravie-
san la membrana, cuya estequiometria es (a1),pdy y que se disponen
formando un poro iénico (Martin, 1995, 1997; Martin y cols., 1997).
Existen al menos 7 subunidades a y 3 B que se combinan para for-
mar multiples canales funcionales. Los estudios de Robertson y Mar-
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tin (1993a,b) sobre el nAcbR del Ascaris indican que existe una mar-
cada variacién en la conductancia de los canales, lo que sugiere que
éstos canales podrian estar constituidos por asociaciones de subu-
nidades muy distintas. Teniendo presente que el canal funcional pre-
senta dos subunidades «, existirian basta 8 posibles combinaciones
de formar canales funcionales cuyas propiedades pueden ser bien
distintas (Martin y cols., 1997). Cada subunidad « est4 formado por
un largo lazo extracelular que comprende la zona N-terminal, cua-
tro fragmentos transmembrana (M1-M4) de 437-301 aminoacidos
cada una de ellos, con un largo lazo intracelular entre los segmen-
tos M3-M4 que contiene puntos de fosforilacién especiflicos para di-
versas cinasas y un corto segmento C-terminal extracelular. Como
sucede en otros receptores ionotrépicos, cada subunidad a contiene
el punto de unién para la Ach y en su porcién N-terminal presenta
dos cistefnas adyacentes, en posiciones 192-193 acopladas por puen-
tes disulfuro. La Ach se une al dominio extracelular de la subunidad
a del canal v, puesto que existen dos subunidades «, son necesarias
dos moléculas de Ach para su activacién, ejerciendo entre ellas un
efecto de cooperacién positiva que disminuye los niveles energéticos
del canal para abrirse. También se requieren las dos subunidades «
para que el canal sea sensible al levamisol, observandose que el pun-
to de unién para los antihelminticos se localiza en la unién de las
subunidades « con las pdy. Estudios de mutagénesis dirigida v de
afinidad han demostrado que el poro iénico del canal esti delinea-
do por los segmentos M2, que son los mas polares y [orman 3 ani-
llos con residuos cargados negativamente (Ballivet v cols., 1996). Los
anillos extracelular e intracelular, que limitan Ja boca del poro, pre-
sentan residuos de glutamato y aspartato cargados negativamente,
mientras que el anillo medio, que es mds estrecho (6.5 A), est4 for-
mado por residuos de glutamato y constituye el [iltro de selectividad
del canal.

En ausencia del ligando end6geno (acetilcolina) el canal se en-
cuentra en estado cerrado. La activacién del nAchR produce la aper-
tura del canal y el aumento de la permeabilidad iénica para cationes
mono (Na, K) y divalentes (Ca) de didmetro inferior a 8 A, que pro-
duce un potencial postsindptico excitador responsable de la contrac-
cién del misculo del nematodo. El levamisol se comporta como un
agonista del nAChR mas potente atin que la propia Ach (Lewis v cols.,
1980; Martin y cols., 1991), pero su accién sélo aparece cuando se ad-
ministra en la cara externa, no cuando se administra en la cara cito-
solica del canal (Robertson y Martin, 1993a,b). La administracién con-
tinuada de Ach produce un estado de desensibilizacién, que facilita
su paso del estado abierto a uno cerrado no conductor, pero este he-
cho no se observa en presencia de levamisol.
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2.2, Resistencias al levamisol

En el H. contortus la resistencia al levamisol se asocia a alteracio-
nes en la estructura y/o funcién del canal acoplado al nAChR v se he-
reda de forma autosémica recesiva, si bien sabemos que mas de un
gen estd implicado en su aparicién (Sangster, 1996). En el C. elegans
se han identificado hasta 11 genes responsables de las resistencias al
levamisol (Lewis y cols., 1980), que se han agrupado en 3 familias:
unc (lev-1, unc-29, unc-38, unc-63, unc-74, unc-30), pseudo-nativos
(lev-8, lev-9, lev-10) y «twitchers» (unc-22, lev-11) (Fleming y cols.,
1997). Los fenotipos asociados a mutaciones de los genes unc exhi-
ben la maxima resistencia al levamisol, descoordinacién motora y re-
sistencia a otros agonistas colinérgicos, mientras que los asociados a
mutaciones de los genes pseudo-nativos son medianamente resisten-
tes y los nematodos se mueven normalmente. Los genes lev-1 y unc-
29 codifican subunidades B, mientras que el unc-38 codifica una su-
bunidad a que contiene los puntos de unién de la Ach (Lewis y cols.,
1980; Fleming y cols., 1997). La coexpresion del unc-38 y lev-1 o del
unc-38 y unc-29 produce canales funcionales, pero no la del lev-7 y
tne-29 (Fleming y cols., 1996, 1997), lo que confirma que el canal fun-
ctonal implica el ensamblaje de ambos tipos de subunidades.

En nematodos resistentes, la menor sensibilidad de los canales
nAChR al levamisol podria implicar mutaciones en los genes wurec-29,
unc-38 y lev-1, aunque modificaciones en la estequiometria de las su-
bunidades o variaciones en su disposicién estructural podrian tani-
bién contribuir a la resistencia (Kohler, 2001). Otras posibles explica-
ciones implicarian cambios en el punto de unién del levamisol en la
subunidad a1 del canal (Corringer y cols., 1998) o en las regiones M2
(Revali y cols., 1990) y M3 (CamposCaso y cols., 1997) del canal aco-
plado al nAChR.

Registros de canal unico realizados en el Oesophagostontm den-
tatum susceptibles a levamisol han permitido demostrar la existencia
de canales con estequiometrias y conductancias muy diversas y es esta
gran variabilidad la que podria explicar las marcadas diferencias en
la respuesta a levamisol, pirantel y morantel segtin el nematodo ana-
lizado. Asi, en parches de membrana procedentes de Oesophagosto-
num dentatum resistentes a levamisol se observan cambios en las su-
bunidades B unec-29 y lev-1, un menor ntiimero de canales activos y, lo
que es mas importante, el tiempo medio de apertura del canal y la
probabilidad de que éste permanezca abierto estdn marcadamente re-
ducidos (Robertson y cols., 1999). Estos cambios explican por qué en
los nematodos resistentes la corriente de Na registrada disminuye has-
ta 10 veces y la respuesta contractil es muy inferior a la observada en
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las formas sensibles. Por otro lado, el hallazgo de que en el H. con-
tortus y el T. Colubriformis la resistencia al levamisol se acompana de
resistencia a otros agentes colinérgicos, sugiere que este proceso se
asocia a alteraciones en el propio nAChR. De hecho, estudios de ra-
dioligandos realizados en el H. conrortus han demostrado que existen
dos puntos receptoriales para el *H-levamisol en el nAchR, uno de alta
y otro de baja densidad, y que en los nematodos resistentes al leva-
misol disminuye la densidad de receptores de alta afinidad, mientras
que aumenta la de aquéllos por los que el antihelmintico presenta me-
nor afinidad (Sangster vy Gill, 1999).

2.3. Disminucion de la sensibilidad a los insecticidas

Algunos insecticidas, como los piretroides v el DDT, interfieren con
la inactivacién de los canales de Na, lo que facilita la aparicién de una
corriente de Na residual, que persiste activada durante todo el tiem-
po que dura la aplicacién del pulso despolarizante; ello produce un
cuadro de hiperexcitabilidad celular que conduce a la muerte del in-
secto. La resistencia a los piretroides se localiza en el locus para, que
codifica el canal de Na en la D. melanogaster y en otras especies (Zlot-
kin y cols., 1999) y en la mosca doméstica, en el locus kdr (Miyazaki
y cols., 1996). En ésta, la resistencia a piretroides implica la mutacién
de una leucina por fenilalanina en el segmento S6 del dominio II; el
alelo super-kdr presenta esta mutacién v otra de metionina por tiro-
sina en el segmento [1S4-S3. Estas mutaciones impiden la unién del
piretroide a su receptor localizado en la superficie interna del canal
de Na (Williamson y cols., 1996; Lee v cols., 1999). Las cucarachas re-
sistentes a piretroides también presentan la mutacién de una leucina
por fenilalanina en posicién I1I1S6 (Dong, 1997). Los alelos resistentes
a DDT en la D. melanogaster presentan mutaciones en los segmentos
1S4-S3, (para™), 111S3-S5 (para® ), el poro del dominio DIII y el ex-
tremo extracelular del I1IS6 (Pittrendrigh vy cols., 1997). Otra muta-
cién descrita en un alelo resistente a piretroides (valina por metioni-
na en el segmento 1S6) también altera la inactivacion del canal (Park
y cols,, 1997). Dado que muchas de estas mutaciones que confieren la
resistencia a los insecticidas implican al lazo que une los segmentos
S4-S5, que forma parte de la compuerta de inactivacién del canal de
Na, parece légico proponer que las mutaciones producirian cuadros
de resistencia asociados a la supresién de la corriente residual de Na
responsable de la hiperexcitabilidad muscular del insecto, antagoni-
zando las acciones de los piretroides y del DDT
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CONCLUSIONES

El primer canal iénico fue clonado en 1982 (Noda y cols., 1982;
Giraudat y cols., 1982) y desde entonces los avances en biclogia celu-
lar y genética molecular han permitido identificar un nimero pro-
gresivamente creciente de genes animales y humanos. Este avance del
conocimiento ha permitido progresar en el estudio de las canalopati-
as, que han sido analizadas con gran detalle utilizando técnicas elec-
trofisiologicas, herramientas farmacoldgicas (toxinas, bloqueantes o
anticuerpos especificos, enantiémeros, etc) y mutaciones dirigidas, en-
caminadas a conocer su significado funcional. Los cuadros clinicos
asociados a canalopatias de los canales activados por cambios de vol-
taje son muy variopintos e incluyen miotonias, ataxias, pardlisis mus-
culares, convulsiones epilépticas, procesos neurodegenerativos, sor-
dera, taquiarritmias cardiacas, diabetes insipida y muchos mas, que
seran descritos en los préximos afios (Tabla 1). A ello habria que afa-
dir las canalopatias debidas a mutaciones en canales activados por re-
ceptores, ligandos endégenos o fuerzas fisicas, que no he comentado
en mi exposicién, pero que son responsables de enfermedades tan co-
nocidas como la fibrosis quistica o los sindromes de Liddle v de Bart-
ter tipo IV.

El estudio de las canalopatias ha permitido: a) desentrafiar los me-
canismos implicados en la fisiopatologia de los procesos patolégicos
de base genética. b) Conocer el papel funcional de los canales de Na,
Ca, K v Cl en condiciones fisiolégicas y fisiopatolégicas v analizar la
relacién entre topologia y funcién de las distintas subunidades que
forman la estructura de los canales iénicos. A ello ha contribuido, de
forma importante, la reciente caracterizacién de la estructura tridi-
mensional de algunos canales de K (Doyle y cols., 1998; Gulbis y cols.,
1999; Zhou y cols., 2001; Dutzler y cols., 2002). ¢) Disefiar pruebas de
diagnéstico genético mucho mas sensibles y especificas que las pre-
viamente utilizadas. En mi exposicién, he puesto de manifiesto la im-
portancia de estas pruebas en el diagnéstico de la parilisis hiperpo-
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tasémica periédica equina, la hipertermia maligna o el sindrome del
estrés porcino. Por otro lado, las canalopatias representan un mode-
lo clinico-experimental excelente para estudiar el mecanismo de ac-
cidn de los farmacos y para disefiar nuevas estrategias terapéuticas
especificas, «a la carta», basadas en las consecuencias (aumento o dis-
minucién de funcién) de la mutacién responsable de la enlermedad.
En los ultimos afos, se han disefiado fidrmacos que modulan los ca-
nales de Na para controlar la hiperexcitabilidad neuronal v el dolor
neuropdtico, agonistas de los canales activados por ATP para el tra-
tamiento de la cardiopatia isquémica o de un gran ndmero de blo-
queantes de los canales HERG para el tratamiento de las airitmias
cardiacas. Pero, ademas, ¢l conocimiento de que mutaciones en los
genes KCNQ2 y KCNQ3 que codifican las subunidades a de algunos
canales de K son responsables de la epilepsia neonatal ha permitido
disefiar un nuevo antiepiléptico, la retigabina, que actiia como un ago-
nistas especifico de estos canales (Rundfeldt v cols., 1982; Wickenden
v cols., 2000); a su vez, el hallazgo de que mutaciones del canal CIC-
7 se asocian a la presencia de osteopetrosis (Kornal v cols., 2001}, su-
giere que los inhibidores especificos del mismo podrian ser de utili-
dad en el tratamiento de la osteoporosis. Como ejemplo de la
importancia que en la actualidad tienen los farmacos que modulan la
actividad de los canales iénicos, en la Tabla 3 presento una lista de
farmacos que modulan canales de K vy sus posibles aplicaciones tera-
péuticas.

Tasra 3
Farmacos que modulan los canales de potasio

Canal Indicacion clinica Fdrmaco

Agonistas de los canales

KCNQ213 Epilepsia Retigabina,
BKCa Isquemia cerebral BMS-204332, NS 004
Ceronariopatias NS 1608, NS1619
Antipsicéticos
Incontinencia urinarta NS8
Polaquiuria
K(ATP) Hipertensién arterial Pinacidilo, diazéxido, nicorandilo
Coronariopatfas BMS180448, U 89232
Asma Aprikalim, bimakalim, celikalim, cromakalin,

emakalim, NIP121, RO 316930, RWJ 29009,
SDZ PCO 400, rimakalim, simakalim, YM-
099/934

Alopecia P1073, minoxidilo
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Tapra 5
Farmacos que modulan los canales de potasio (continuacion)

Canal Indicacién clinica Fdrmaco
Incontinencia urinaria ZM244085, ZD6e169, WAY 133537,
WAY 151616, ZD0947
Disfuncién eréctil PNU83757

Antagonistas de los canales

Kvi.3 Inmunecsupresor CP308408, UK 78282
Kvi.3 Fibrilacién auricular
2
Kv Esclerosis miltiple Fampridina
Epilepsia, isquemia BITA 0388
HERG Arritmias Almokalant, dofetilida, E-4031, ibutilida,
MK-499, sematilida, d-sotalol
KvLQTI/MinK  Arritmias Cromanol 293B, HMR1556, E-047/1
L/, Angina y arritmias Ambasilida, azimilida, tedisamilo
I, Arritmias Clofilium
KCNQ3/4 Alzheimer DMP343
KATP Arritmias HMR 1098, HMR 1883
Diabetes tipo 11 Tolbutamida, clorpropamida, glibenclamida

glipicida, nateglinida, repaglinida

Finalmente, las canalopatias tienen otro punto de interés para
el farmacélogo, ya que nos permiten conocer no sélo el mecanismo
de accidén de numerosos farmacos (anestésicos locales, antiarritmi-
cos, benzodiazepinas, anticonvulsivantes, antidlgicos, antihelminti-
cos, etc.), sino también explicar las causas de la cada vez mas fre-
cuente aparicion de cuadros de resistencia a algunos de ellos. Este
es el caso de las resistencias a farmacos antihelminticos e insecti-
cidas, que representan un importante v creciente problema sanita-
rio en Veterinaria.

Sin embargo, y a pesar de todos los recientes avances, aiin nos que-
da un largo caminoc que recorrer para conocer la funcién de los dis-
tintos genes en condiciones fisiolégicas y el papel que sus alteracio-
nes pueden jugar en la Patologia Veterinaria. En el futuro inmediato,
el objetivo es identificar los genes que codifican las subunidades cons-
titutivas de los canales idnicos v conocer el papel fisiopatolégico de
las distintas mutaciones, correlacionar estas alteraciones con el feno-
tipo de la enfermedad, con la respuesta y/o resistencia a los firmacos
y disefiar nuevas pruebas de diagnéstico genético que nos permitan
un mejor diagnéstico de la Patologia Humana y Veterinaria. Sin em-
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bargo, para que todos estos objetivos puedan alcanzarse es necesario
que realicemos un esfuerzo multidisciplinario conjunto, en el que to-
dos los especialistas implicados (bidlogos moleculares, genetistas, fi-
siélogos, farmacdlogos, parasitélogos, electrofisiolégos y clinicos) ad-
nen sus esfuerzos para comprender céomo trabajan los canales iénicos

a nivel molecular y celular e integren sus resultados para conseguir
un mejor tratamiento.

Muchas gracias por recibirme y por vuestra benevolente atencién.

He dicho.

Madrid, 26 de marzo de 2003
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