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CANALES MITOCONDRIALES DE POTASIO SENSIBLES
A ATP Y CARDIOPROTECCION*

RESUMEN

Una de las estrategias mas efectivas para proteger al co-
razon del dafio por reperfusion es someterlo a uno o va-
rios periodos cortos de isquemia antes de una isquemia
prolongada y severa, que pueda conducir al dafio
miocardicoy a lamuerte celular. Esta estrategia conoci-
da como precondicionamiento isquémico (PCI) se basa
en laactivacion de diversos mecanismos cuya importan-
cia se encuentra actualmente bajo discusion. Se ha suge-
rido que los canales mitocondriales de potasio sensi-
bles a ATP, participan en la proteccién derivada del
PCI. En esta revision se presenta informacion recien-
te que sustenta esta hipdtesis y enfatiza la modulacion
farmacoldgica de este tipo de canales.

PALABRAS CLAVE: Cardioproteccion, canales
mitocondriales de potasio, diazéxido, dafio por
reperfusion.
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ABSTRACT

Ischemic preconditioning (IPC) is an effective strategy
for reducing heart damage triggered by ischemia
reperfusion. IPC consists of exposing heart to a single
or multiple brief periods of ischemia before the
occurrence of a more prolonged ischemic insult, which
otherwise would lead to massive myocardial damage and
cell death. Comprehensive data suggest the participation
of ATP-sensitive potassium channels in IPC protection.
Although these type of channels are present in both the
sarcolemmal and the inner mitochondrial membrane of
heart cells, the evidence reviewed here suggest that the
mitochondrial channels and not the sarcolemma channels,
contribute to the cardioprotection. The pharmacological
modulation of these channels is emphasized.

KEY WORDS: Cardioprotection, mitochondrial
potassium channels, diazoxide, reperfusion injury.

INTRODUCCION

Nuestro conocimiento de la fisiologia
de los canales i6nicos ha aumentado
enormemente durante los ultimos 20
afios, debido a los avances en las téc-
nicas de medicion de canal Gnico y de
clonacién molecular. Hasta el momen-
to mas de 50 diversos canales de
potasio se han identificado y de acuer-
do a sus caracteristicas estructurales,
se han clasificado en al menos dos
grandes grupos. Los canales formados
por proteinas con seis dominios
transmembranales, que incluyen a los
dependientes de voltaje (Kv) y a los
canales de potasio activados por cal-
cio (K_,) y los canales formados por 2

dominios transmembranales, que agru-
paa losrectificadores entrantes (Kir),
a los acoplados a proteinas G y a los
canales de potasio sensibles a ATP
(K ) (1). Este Gltimo tipo de canales
se identifico hace veintidds afos, por
Akinori Noma en parches de membra-
na plasmatica de cardiomiocitos
ventriculares. Posteriormente fueron
encontrados en otros tejidos incluyen-
do el cerebro, el masculo liso y es-
quelético, el endotelioy el pancreas,
organo en donde se les ha relacionado
con lasecrecion de lainsulina. Ya que
estos canales se activan al disminuir
la concentracion de ATP intracelular
y acoplan el metabolismo miocardico
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con la actividad eléctrica, se propuso
gue durante la hipoxia estos canales
podrian servir como un mecanismo
enddgeno de cardioproteccion, al acor-
tar la duracion del potencial de accion
y limitar la entrada de calcio a las cé-
lulas cardiacas (2). Hasta 1994 se asu-
mia que éste era el mecanismo de ac-
cion del precondicionamiento
isquémico (PCI) y que el efecto pro-
tector de los agonistas de los cana-
les de K, contra el dafio por
reperfusion se debia a su accién so-
bre dichos canales. Sin embargo, a
partir del trabajo de Yaoy Gross se
acumularon evidencias de que el
efecto protector no siempre corre-
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lacionaba con la reduccion del po-
tencial de accion, situacion gue im-
plicaba la existencia de sitios adicio-
nales, posiblemente intracelulares,
para explicar el efecto protector de
estos agonistas (3).

Los canales mitocondriales de
potasio sensibles a ATP (mitK ), se
describieron por primera vez por
Inoue y colaboradores en 1991 en
mitoplastos gigantes preparados a
partir de mitocondrias de higado de
rata (4). Este grupo report6 que la
conductancia de estos canales (alrede-
dor de 10pS en 100 mM de potasio en
la matriz y 33 mM en el citosol), era
inactivada reversiblemente por ATPy
ademas compartian antagonistas con
los canales de membrana plasmatica.
Un afio mas tarde, Paucke en el labo-
ratorio de Keith Garlid, aisl6 y purifi-
c6 parcialmente un canal mitk,_ de
mitocondrias de corazén de res y de-
mostré que estos canales tenian ca-
racteristicas similares a los de lamem-
brana plasmatica. Sin embargo, obser-
vé que su funcidn estaba relacionada
principalmente con el control del vo-
lumen de la matriz mitocondrial y no
con la regulacién de la actividad eléc-
trica como se habia descrito para los
canales de K ., de la membrana
plasmatica (5). Al estudiar el efecto
de los inhibidores y activadores de
estos canales sobre algunas funcio-
nes mitocondriales, se dio la pauta
para establecer una estrecha rela-
cion entre los canales mitkK .y la
cardioproteccion, lograndose expli-
car la paraddjica observacion, de que
algunos activadores de canales de
K - protegian durante lareperfusion
post-isquémica, sin alterar la activi-
dad de los canales de K, en lamem-
brana plasmatica.

CANALES mitK,., y CARDIO-
PROTECCION

La adaptacion del corazén a la hipoxia
crénica como estrategia de cardiopro-
teccion, resulté de una serie de estu-

dios epidemioldgicos a finales de los
cincuentas que mostraban una dismi-
nucion significativa en la incidencia
de infartos miocardicos en personas
gue vivian a gran altura. Estas obser-
vaciones fueron confirmadas en estu-
dios experimentales, usando una ca-
mara hipobérica, mostrando que dicha
condicion limitaba el tamafio del in-
farto miocardico (6). Después de un
gran periodo de escepticismo, Char-
les Murry en el laboratorio de Robert
Jennings encontrd que 4 ciclos bre-
ves de oclusion coronaria antes de una
oclusién de 40 minutos, reducian el
infarto en un 75% (7). A partir de es-
tos hallazgos, este fendmeno fue lla-
mado PCI y se convirtié en una de
las estrategias mas efectivas para pro-
teger al corazon del dafio por
reperfusion. Los mecanismos de
cardioproteccion generados por el
PCl, se encuentran ain bajo discusion;
sin embargo, diversos estudios sugie-
ren que los canales K, pudieran es-
tar involucrados, pues se ha determi-
nado que durante los ciclos breves de
hipoxia estos canales se activan.
Adicionalmente el tratamiento con
activadores de estos canales reprodu-
cen el efecto protector del PCI, mien-
tras que los bloqueadores de los mis-
mos evitan la proteccion del PCI.

En 1997 el grupo de Garlid presen-
to el primer trabajo en el que se mos-
traba evidencia directa de la relacion
entre los canales mitK vy la
cardioproteccién. Este grupo de in-
vestigadores reporté que la
farmacologia de los canales de K,
de la membrana plasmatica y lade los
canales mitk _ era sorprendentemente
diferente al analizar el efecto protec-
tor contra el dafio por reperfusién de
la sulfonamida diaz6xido. Este com-
puesto demostré tener una potencia
2000 veces més alta sobre los canales
mitocondriales (K .= 0.4 uM) que so-
bre los de sarcolema (855 uM). El es-
pectacular efecto protector del
diazéxido fue blogueado por la

21

glibenclamida y otros antagonistas de
los canalesde K. Estos resultados
sugerian que el diazéxido y otros
abridores de canales de K _, interacttan
con los canales de la mitocondria para
producir el efecto cardioprotector (8).
En concordancia con los resultados
de Garlid y colaboradores, estudios
en el laboratorio de Eduardo Marban
han demostrado que el diazéxido es
un abridor selectivo de canales
mitK v que el 5-hidroxidecanoato
(5-HD), es un blogueador también
muy especifico para estos canales y
capaz de suprimir el efecto protec-
tor del PCI (9).

Adicionalmente se ha sugerido que
los canales K, del sarcolema no es-
tan involucrados en el mecanismo del
PCI, ya que novedosos y selectivos
blogueadores de los canales K, de
la membrana plasmaética como el
HMR1883, no inhiben el PCI como

lo hace el 5-HD (10).

FARMACOLOGIA DE LOS CA-
NALES mitK,

La naturaleza anfipatica de los
abridores y bloqueadores de los cana-
les K., hace que interactten con di-
versos blancos intracelulares generan-
do efectos inespecificos que compli-
can la interpretacion de los resultados.
En latabla 1, se resume la selectivi-
dad de diferentes agonistas y anta-
gonistas sobre canales sarcolemales
o mitocondriales. De acuerdo con los
hallazgos encontrados en cardio-
miocitos y en mitocondrias aisladas,
los compuestos mas selectivos para los
mitK ., son el diazoxido, el nicoradil
y el BMS-191095 que tienen una ac-
tividad muy baja sobre los canales de
sarcolema. Existe ungrupo de abridores
de canales de K (e.g. cromacalim,
levocromacalim, EMD60480, EMD
57970, pinacidil, el sulfato de
minoxidil y el KRN2391) que produ-
cen efectos en el rango submicromolar
pero que no pueden discriminar entre
los dos tipos de canales. En cuanto a
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TABLA 1

Efecto diferencial de los abridores y los bloqueadores de los canales de K,

sobre los canales de mitocondria (mitK

) y los de sarcolema (K

ATP ATP)

Abridores de canales de K
Diazo6xido
Nicoradil
BMS-180448
BMS-191095

Cromacalima

EMD60480, EMD57970

Pinacidil

KRN2391

Sulfato de minoxidil

Sildenafil

Isoflurano

Apricalima

MCC-134

Levosimendan
Bloqueadores de canales de K

5-Hidroxidecanoato (5-HD)

MCC-134

Glibenclamida, glipizida,

glisoxepida

Glimepirida

HMR1098 (1883)

MitKarp Katp

2 2 2 2 2 X 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

@ O

2. 2 2 X 02 <2 2 2 2 2 2 2 2 <2 2 X X T

Los abridores de canales, diazoxido, BMS191095, BMS-180448y los inhibidores 5-HD y MCC-
134 han mostrado selectividad sobre la forma mitocondrial, mientras que la glimepirida y el
HMR-1883 son més selectivos para los canales de membrana plasmatica. (\/) Significa que el
abridor o bloqueador muestra actividad sobre la proteina; (X) que el compuesto no mostré
ningun efecto. En algunos casos, la selectividad depende del tipo de célulay de las condicio-

nes experimentales. a. El diazoxido puede activar los canales K
cuando la concentracion de ADP es alta; b. El nicoradil activa los canales K
concentraciones; c. El 5-HD inhibe los canales K

canalesK .,

pero no inhibe la cardioproteccion; e. HMR-1883 bloquea los canales K

Arp @ altas concentraciones o
A @ altas

a bajo pH; d. La glimepirida inhibe los
pero

ATP

ATP!

no inhibe el PCI. (Modificado de O"Rouke B (2004) Circ. Res 94:420-432).

los blogueadores, la glibenclamida
actla sobre ambos y el HMR1098 ha
mostrado ser un bloqueador que pre-
ferentemente inhibe los canales en la
membrana plasmatica. En contrapar-
te, el 5-HD inhibe selectivamente los
canales mitocondriales con efectos
minimos sobre los canales K __ del
sarcolema. Sin embargo, las condi-
ciones experimentales en las que se
realiz6 esta caracterizacion, parecen
ser importantes en la selectividad de
estos compuestos. Por ejemplo, el
diaz6xido no es muy potente en los
canales K en el sarcolema de cé-

lulas cardiacas; sin embargo, es un
activador muy eficiente sobre las
isoformas de los canales de K, de
células pancreaticas y de musculo
liso. Por ello los posibles efectos de
estos compuestos sobre la disminu-
cion del infarto miocardico podrian
ir méas alla de los blancos no
mitocondriales en otros 6rganos y
sistemas.

Complicando ain maés este pano-
rama, la selectividad de estas drogas
puede alterase por condiciones pato-
l6gicas. Por ejemplo, durante la
isquemia como resultado de cambios
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en la concentracién de los fosfatos de
alta energia o por cambios en el pH, la
sensibilidad a abridores de canales
K Parece aumentar. Otro hallazgo
sorprendente es que el blogueador 5-
HD en esas condiciones, i.e.
[ADP]=1mM a pH 6.6, puede activar
los canales mitK __,(11).

Para establecer el potencial tera-
péutico de estos farmacos debe exa-
minarse la selectividad de estos cana-
les en condiciones fisioldgicas, asi
como en condiciones de inhibicion
metabolica durante la isquemia para
evaluar su participacion en el efecto
protector.

MECANISMO DE CARDIOPRO-
TECCION

Desde 1998 se han planteado diver-
sas hipdtesis sobre el posible meca-
nismo de proteccion de los canales
mitK, .. Dichas hipdtesis no son
excluyentes unas con otras ya que es
probable que todas contribuyan a la
preservacion de la funcién mitocondrial
y contractil en el corazon. Existe evi-
dencia experimental que fortalece la
posibilidad de que los canales mitK _
disminuyan la sobrecarga de calcio
mitocondrial, la produccién de espe-
cies reactivas de oxigeno (ERO) y la
apertura del poro de transicion de la
permeabilidad mitocondrial (PTPm),
fendmenos que llevan al dafio
miocardico y cuya relacion con los ca-
nales mitK __ se revisa a continuacion.

A) Disminucion de la sobrecarga de
calcio

Durante la reperfusion la produccion
de ERO en la mitocondria induce la
lipoperoxidacion de membranas pro-
vocando un aumento en la concentra-
cién de calcio intracelular, debido
principalmente a su liberacion de re-
ceptaculos enddgenos como el reticu-
lo sarcoplasmico. EI aumento en el
calcio intracelular tiene como conse-
cuencia la acumulacion de calcio en
la matriz mitocondrial. Este aumento
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de calcio en la mitocondria genera un
ciclo fatil de liberacion-recaptura en
el que se pierde energia, pues la entra-
da de calcio en la mitocondria es de-
pendiente de un gradiente eléctrico
transmembranal negativo en el inte-
rior. Lui y colaboradores sugirieron
en 1997 que los abridores de mitK
podrian disminuir laacumulacion de
calcio mitocondrial durante la
reperfusion (12); esta hipotesis fue
confirmada el siguiente afio por el
grupo de Terzic (13) que determiné
que el diazoxido y el pinacidil dis-
minuyen la velocidad de entrada de
calcio a las mitocondrias aisladas y
que este efecto es inhibido por 5-
HD, este fenémeno se atribuyo a la
despolarizacién parcial (10-25mV) del
gradiente eléctrico transmembranal
que ocurre como respuesta a los
abridores de canales mitK . Este
mecanismo se ha estudiado recien-
temente por nuestro grupo, utilizan-
do inhibidores especificos del trans-
porte de calcio mitocondrial. Nues-
tros resultados muestran que la dis-
minucion en la velocidad de entra-
da de calcio a la mitocondria esta
asociada a un impresionante efecto
protector contra el dafio por reper-
fusion (14).

B) Aumento/disminucién en la pro-
duccion de ERO

Las ERO tienen un papel esencial y a
lavez contradictorioenel PClyenla
proteccion mediada por los abridores
de los canales mitk . Al parecer la
proteccion através del PCl estd me-
diada por la generacion de ERO, por
medio de vias activadas por radicales
libres que regulan principalmente a la
proteina cinasa C (PKC) por medio de
un mecanismo aun no determinado
(15). Adicionalmente diversos grupos
han reportado que la proteccién por
abridores de canales de K, es
inhibida por atrapadores de radicales
libres. En contraposicion, se ha de-
mostrado que las ERO producen un
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| ERO mitocondriales l

Desacoplamiento
mitocondrial

LY_J

| Apertura transitoria del PTPm |

Matriz mitocondrial

Espacio intermembrana

MEM

Membrana externa mitocondrial

La reduccion de la sobrecarga de calcio
produce resistencia al dafio por

isquemia reperfusion

La produccion de ERO mitocondriales
activa cinasas implicadas en el PCI

Figura 1. Esquema hipotético en el que un estado transitorio de baja conductancia del PTPm,
puede producir PCI. La estructura del PTPm incluye al canal anioénico dependiente de voltaje
(VDAC), el translocador de adenin nucledtidos (ANT) y la ciclofilina D (CFD). El PCl y los

abridores de canales mitk_,

producen una apertura transitoria del PTPm, que protege al

corazon por medio de la reduccién de la sobrecarga de calcio mitocondrial y facilita la sefia-
lizacion del PCI a través de las ERO (modificado de la referencia 18).

dafio irreversible a las células
cardiacas durante la reperfusion y se
ha obtenido evidencia experimental
que apoya la hipétesis de que el PCI
disminuye la produccién de ERO en
la mitocondria (16). La contradiccion
entre los resultados obtenidos por di-
ferentes grupos hace necesario obte-
ner pruebas adicionales que puedan
aclarar la participacion de este meca-
nismo en el PCI.

C) Apertura del PTPm

La transicion de la permeabilidad
mitocondrial es reconocida reciente-
mente como una de las vias centrales
de diversos procesos fisiopatolégicos.
El poro de la transicion de la per-
meabilidad mitocondrial (PTPm), es
un megacanal de gran conductancia
(~120 pS) que tiene multiples esta-
dos de subconductancia y un diame-

tro de poro de ~2nm (17). La apertura
del PTPm se favorece bajo diversas
condiciones pero principalmente de-
bido alaacumulacion de calcio en la
matriz mitocondrial, acompafada de
la disminucion en la relacion ATP/
ADP y a un aumento en la produccion
de ERO. La apertura irreversible del
PTPm durante la reperfusion transfor-
ma a la mitocondria, de principal pro-
ductor de ATP a consumidor, aceleran-
do la debacle energética y promovien-
do la muerte celular. Adicionalmente, la
apertura del PTPm provoca hincha-
miento mitocondrial que causa la rup-
tura de la membrana interna y libera
moléculas pro-apoptdticas que se en-
cuentran en el espacio intermembranal,
i.e. citocromo ¢, Smac/DIABLO y
Endo G que promuevan la muerte ce-
lular a través de un mecanismo de-
pendiente de caspasas. La inhibicion



24

de la apertura del PTPm por
blogueadores especificos y por el PCI,
constituye un paradigma en
cardioproteccién. Sin embargo, muy
recientemente se ha demostrado que
un estado transitorio de baja
conductancia de este poro es un
prerrequisito para que el PCly los
abridores de los mitK _ puedan
ejercer su efecto protector. Esta
conductancia transitoria puede limi-
tar la acumulacién de calcio en la ma-
triz, favoreciendo la salida de calcio y
generando las ERO, que activan pro-
teinas cinasas implicadas en el meca-
nismo de proteccion del PCI (18). Una
representaciéon esquematica del papel
de esta apertura transitoria del PTPm
se presenta en la figura 1.

ESTRUCTURA MOLECULAR DE
LOS CANALES mitK

La estructura de la proteina formadora
del canal en la mitocondria es muy
controversial y hasta el momento no
se han obtenido resultados definitivos.
En general, la actividad de entrada de
potasio se ha observado en liposomas
reconstituidos con proteinas mito-
condriales con pesos entre 50 y 60
KDa. En estos proteoliposomas se ha
identificado una proteina de 54 KDa
que podria ser un componente de los
canales mitk ., (5). Adicionalmente, se
ha sugerido que los canales mitK
pueden estar constituidos por
subunidades de canales rectificadores
entrantes (Kir) en asociacion con un
receptor de sulfonilurea (SUR). Esta
hipétesis esta sustentada por experi-
mentos en los que anticuerpos contra
Kir6.1 reconocen a una proteina de 51
KDaen preparaciones mitocondriales
de la membrana interna (19). En con-
traposicion, la proteccién del PCl en
corazones de ratones "knockout" para
Kir6.1 y Kir6.2 se mantuvo intacta
sugiriendo que estas subunidades no
forman parte de los canales mitK _

(20). La posibilidad de que un SUR
pueda constituir este canal se sostiene
con base en diversos reportes que
muestran que las membranas mito-
condriales presentan sitios de baja
unién a sulfonilurea y por la presen-
ciade una proteina de 63 KDa con esas
caracteristicas de union (21). Recien-
temente, el grupo de Eduardo Marban
en Baltimore describié que la enzima
del ciclo de Krebs succinato deshidro-
genasa (SDH), que se encuentra for-
mando supercomplejos macromole-
culares en la membrana interna
mitocondrial al ser purificada y
reconstituida en liposomas o en
bicapas lipidicas, mostré actividad
semejante a los canales mitK . Esta
actividad no solo es sensible a ligandos
de los canales mitk . sino también a
inhibidores de la SDH. Usando la téc-
nica de co-inmunoprecipitacién, este
grupo identificé al menos cuatro pro-
teinas que interactian fisicamente con
la SDH: la proteina mABC1 (por su
nombre en inglés ATP-binding cassette
protein 1), el ANT (translocador de
adenin nucle6tidos), la ATP sintetasa
y el acarreador de fosfatos. Una frac-
cién que contenia este supercomplejo
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fue incorporada en liposomas y mos-
tré actividad semejante a los canales
mitK . sensible a 5-HD. Estos datos
sugieren gue el complejo formado, al
menos, por estas cinco proteinas de la
membrana interna mitocondrial es el
componente estructural y funcional de

los canales mitK _, (22) (Fig. 2).

CONCLUSIONES

El potencial farmacol6gico y terapéu-
tico de los canales K, resulta de
mucho interés para el tratamiento de
las patologias asociadas al dafio por
isquemia-reperfusion en el corazon.
Sin embargo, falta comprender con
mayor detalle los mecanismos que
producen su efecto protector durante
la reperfusion miocardica. La partici-
pacién de los canales mitocondriales
en el mecanismo protector, esta apo-
yada por mucha evidencia farma-
coldgica. Sin embargo, es indispensa-
ble la purificacion y la caracterizacion
de estos canales, para contribuir al de-
sarrollo de farmacos mas selectivos
para un posible tratamiento clinico, ya
gue la mayoria de los abridores de los

canales K, tienen poca selectividad

tisular y por ello su uso en la clinica
es limitado.

Figura 2. Representacion esquematica del supercomplejo mitocondrial que presenta

actividad de canal mitK .

El complejo contiene al menos cinco proteinas: la proteina

mABCI (por su nombre en inglés ATP-binding cassette protein 1), el translocador de
adenin nucleétidos (ANT), la ATP sintetasa (ATPasa), el acarreador de fosfatos (AP) y
la succinato deshidrogenasa (SDH). La subunidad formadora del poro del canal no ha

sido aln caracterizada.
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