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ABREVIATURAS  

1q21  Región cromosómica 1q21 

4q25  Región cromosómica 4q25 

AC  Adenilil ciclasa 

ADA  Adenosina desaminasa  

ADO  Adenosina  

AV  Atrioventricular 

Ca2+  Ion calcio 

[Ca2+]  Concentración de calcio 

CaM  Calmodulina 

CaMKII Proteína quinasa II dependiente de Ca2+-CaM 

Cav1.2  Canal de calcio tipo L 

CICR  Calcium induced calcium release 

CPVT  Taquicardia ventricular polimórfica catecolaminérgica 

CSQ-2  Calsecuestrina cardíaca (tipo 2) 

DAD Delayed afterdepolarization o despolarización espontánea de membrana tardía 

EAD  Early afterdepolarization o despolarización espontánea de membrana temprana 

FA  Fibrilación auricular 

GWAS  Genome-wide association studies 

ICa  Corriente de calcio 

ICaL  Corriente de calcio tipo L 

ICaT  Corriente de calcio tipo T 

If  Funny current o corriente marcapaso 

ITI  Transient inward currents o corrientes transitorias de entrada 

I-V  Intensidad-voltaje 
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NCX-1  Intercambiador Na+/Ca2+ cardíaco (tipo 1) 

OR  Odds ratio 

PA  Potencial de acción  

PDE  Phosphodiesterase o fosfodiesterasa 

PKA  Proteína quinasa A 

PKC  Proteína quinasa C 

PLB  Phospholamban o fosfolamban 

PLC  Phospholipase C o fosfolipasa C 

PMCA  ATPasa plasmática de Ca2+ 

PP1  Fosfatasa 1 

PP2  Fosfatasa 2 

RS  Retículo sarcoplasmático 

RyR2  Receptor de rianodina cardíaco (tipo 2) 

SA  Sinoatrial 

SERCA2a ATPasa de Ca2+ cardíaca del RS (tipo 2) 

SK3  Canal de K+ activado por Ca2+ 

SNP  Single nucleotide polymorphism 

TnC  Troponina C 

TnI  Troponina I 

TnT  Troponina T 

Vm  Potencial de membrana 
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Tesis presentada en formato clásico con un artículo anexado. La tesis consta de 4 

objetivos y 1 artículo:  

Los Capítulos I y II abarcarían el primer objetivo, y están dedicados a estudiar en 

profundidad el efecto de diferentes variantes de riesgo de la región 4q25 del cromosoma 4 

sobre la corriente de calcio tipo L y sobre la actividad eléctrica espontánea inducida por 

liberación de calcio en miocitos auriculares humanos. Ambos capítulos forman parte de un 

manuscrito en preparación.  

El Capítulo III abarcaría el segundo y tercer objetivo. Incluye el estudio del efecto de 

las variantes de riesgo de la región 1q21 del cromosoma 1 sobre la actividad eléctrica en 

miocitos auriculares humanos, así como las posibles interacciones funcionales entre las 

variantes de 1q21 y 4q25. Este capítulo forma parte de otro manuscrito en preparación.  

Finalmente, el Capítulo IV abarcaría el cuarto y último objetivo e incluye el estudio 

de la influencia del sexo sobre la homeostasis del calcio en pacientes con fibrilación auricular. 

Sus resultados están incluidos en un artículo publicado en la revista Cardiovascular Research 

recientemente.  

- Herraiz-Martínez A, Tarifa C, Jiménez-Sábado V, Llach A, Godoy-Marín H, Colino H, 

Nolla-Colomer C, Casabella S, Izquierdo-Castro P, Benítez I, Benítez R, Rosselló-Díez E, 

Rodríguez-Font E, Viñolas X, Ciruela F, Cinca J, Hove-Madsen L. Influence of sex on 

intracellular calcium homeostasis in patients with atrial fibrillation. Cardiovascular Research. 

2021; cvab127. Disponible en:  https://doi.org/10.1093/cvr/cvab127. JCR Factor de 

Impacto: 8.168 (12/138; Q1). Cardiac and cardiovascular systems.  
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ANTECENDENTES: La fibrilación auricular (FA) es la arritmia más común, afectando a 

un 1-2% de la población general. Aunque la FA se ha asociado con numerosas alteraciones 

electrofisiológicas, moleculares y estructurales, su tratamiento no es eficaz en todos los 

pacientes. Desde hace una década, diversos estudios de “genome wide association” han asociado 

varios single nucleotide polymorphisms (SNP)s en las regiones cromosómicas 4q25, 1q21 y 16q22, 

entre otras, a un mayor riesgo de presentar FA. No obstante, los mecanismos que están detrás 

de cada uno de ellos todavía son desconocidos. Por otro lado, varios estudios han 

demostrado que factores como tener enfermedad en la válvula mitral, la edad o la función 

del ventrículo izquierdo pueden afectar a la homeostasis intracelular del calcio y a la actividad 

eléctrica en miocitos auriculares humanos. Sin embargo, aunque hay estudios que demuestran 

que la epidemiología de la FA es diferente entre hombres y mujeres, sólo se ha analizado el 

efecto del sexo sobre la homeostasis intracelular del calcio en modelos animales.  

HIPÓTESIS: La asociación específica de los diferentes SNPs con mecanismos moleculares 

y consecuencias electrofisiológicas concretas podría ser utilizada como biomarcador para la 

prevención del desarrollo de FA, así como para el tratamiento personalizado de pacientes 

teniendo en cuenta el efecto del sexo.  

OBJETIVOS: 

i Profundizar en los mecanismos moleculares que alteran la homeostasis del calcio en 

los portadores de múltiples variantes de riesgo de la región 4q25.  

i Investigar el efecto que tienen las variantes de riesgo de la región 1q21 sobre la 

corriente SK3 y la actividad eléctrica, así como la influencia de la homeostasis del 

calcio sobre la corriente SK3 en miocitos auriculares humanos.  

i Analizar las posibles interacciones que se pueden dar entre las diferentes variantes de 

riesgo 4q25 y 1q21, y cómo afectarían estas a la función de los miocitos auriculares 

humanos.  

i Determinar la influencia del sexo en la homeostasis intracelular del calcio en 

pacientes con FA.  

MÉTODOS: Los experimentos se llevaron a cabo en miocitos auriculares humanos 

aislados. Se utilizó la técnica de patch-clamp (voltaje-clamp o current-clamp en función del 

protocolo) para medir la corriente de calcio (ICa) y sus características electrofisiológicas, así 

como las corrientes transitorias de entrada (ITI) o las despolarizaciones espontáneas de 

membrana. Para visualizar el calcio intracelular se utilizó microscopia confocal. La expresión 
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de proteínas se determinó mediante la técnica de western blot y su distribución se analizó con 

marcaje inmunofluorescente 

RESULTADOS: El análisis del efecto de múltiples variantes de riesgo de 4q25 sobre la ICa 

y la actividad eléctrica en miocitos auriculares humanos, mostró que los pacientes portadores 

de la variante de riesgo en rs1448818 (la más próxima a PITX2) presentaban una reducción 

significativa de la ICa, mientras que los pacientes portadores de las variantes de riesgo en 

rs2200733, rs13143308 y rs10033464 (aproximadamente a 150 kb de PITX2) presentaban un 

incremento significativo en la frecuencia de ITI. Teniendo en cuenta estos hallazgos en 

conjunto, el efecto parece estar asociado a la localización en la que se encuentran las variantes 

de riesgo, sugiriéndose un efecto inhibidor en el extremo de 4q25 en la que se encuentra la 

variante de riesgo rs1448818, y un efecto estimulador en la región central donde se 

encuentran las variantes de riesgo rs2200733, rs13143308 y rs10033464. Por otro lado, el 

análisis del efecto de la alteración en la homeostasis del calcio y de las variantes de riesgo 

1q21 sobre la corriente SK3 y la actividad eléctrica en miocitos auriculares humanos mostró 

que los pacientes con FA, los portadores de la variante de riesgo en rs1448818 de 4q25 y los 

portadores de la variante rs13376333 de 1q21 presentaban una reducción en la corriente SK 

sensible a apamina. Además, el bloqueo de los canales SK3 con apamina demostró que una 

disminución de la función de estos se traducía en un incremento de las despolarizaciones 

espontáneas de la membrana. Finalmente, aunque la FA se ha asociado con una disminución 

de la ICa y un aumento de la frecuencia de ITI, el análisis del efecto del sexo sobre la 

homeostasis intracelular del calcio en miocitos auriculares humanos demostró que la ICa sólo 

se vio reducida en hombres con FA; mientras que permitió observar una mayor incidencia 

de ITI y despolarizaciones espontáneas de la membrana únicamente en mujeres, 

exacerbándose en aquellas con FA.  

CONCLUSIONES: 

1. Las variantes de riesgo de la región 4q25 asociadas a FA tienen un efecto diferencial 

sobre la regulación del calcio intracelular en función de su localización.  

• Los pacientes portadores de la variante de riesgo en rs1448818, que se 

encuentra en el extremo más próximo a PITX2, presentan una reducción de 

la ICa que favorecería un acortamiento del periodo refractario y la reentrada 

eléctrica. 

• Por otro lado, los pacientes portadores de las variantes de riesgo en 

rs2200733, rs13143308 o rs10033464, situadas a unas 150 kb de PITX2, 
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presentan un incremento en la frecuencia de ITI que favorecería las 

despolarizaciones espontáneas de la membrana y actividad ectópica.  

Esto sugiere que la elección del tratamiento para prevenir o tratar la FA debería tener 

en cuenta las variantes de riesgo que presenta el paciente, ya que sería beneficioso 

restaurar la ICa en portadores de rs1448818 y reducir la liberación espontánea de calcio 

en portadores de rs13143308.  

 

2. Las alteraciones en la homeostasis del calcio modifican la corriente SK sensible a 

apamina.  

• Así, la reducción de la ICa observada en pacientes con FA o en portadores de 

la variante de riesgo en rs1448818 reduce la corriente SK sensible a apamina.  

• Por otro lado, la variante de riesgo rs13376333 de la región1q21, ubicada en 

el intrón 1 del gen KCNN3, también reduce la corriente SK sensible a 

apamina.  

• Los efectos de las variantes de riesgo rs1448818 y rs13376333 no son 

complementarios.  

Estas reducciones de la corriente SK3 retrasarían la repolarización de las 

despolarizaciones espontáneas de membrana, facilitando la inducción de potenciales 

de acción espontáneos y arritmias inducidas por actividad ectópica. Por tanto, la 

restauración de la función de los canales SK3 podría ser una terapia farmacológica 

específica para la prevención o el tratamiento de los pacientes portadores de la 

variante rs13376333. 

 
3. El sexo es un factor a tener en cuenta ya que tiene un efecto diferencial sobre la ICa y 

la frecuencia de ITI en miocitos auriculares de pacientes con FA.  

 
• La ICa sólo se ve reducida en hombres con FA. 

• La incidencia de ITI y despolarizaciones espontáneas de la membrana es 

mayor únicamente en mujeres.  

Estos resultados sugieren que las terapias dirigidas a reestablecer la ICa serían más 

efectivas en hombres con FA, mientras que las terapias dirigidas a reestablecer la 

actividad del RyR2 serían más efectivas en mujeres con FA.  
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BACKGROUND: Atrial fibrillation (AF) is the most common arrhythmia, affecting 1-2% 

of the general population. Although AF has been associated with numerous 

electrophysiological, molecular and structural alterations, its treatment is not effective in all 

patients. For a decade, various genome wide association studies have associated several single 

nucleotide polymorphisms (SNP)s in the chromosomal regions 4q25, 1q21 and 16q22 with 

an increased risk of developing AF. Nevertheless, the mechanisms behind each of them are 

still unknown. On the other hand, several studies have shown that clinical factors such as 

mitral valve disease, age, or left ventricular function can affect intracellular calcium 

homeostasis and electrical activity in human atrial myocytes. However, although there are 

studies showing differences in the epidemiology of AF between men and women, the effect 

of sex on intracellular calcium homeostasis has only been analyzed in animal models. 

HYPOTHESIS: The specific association of the different SNPs with molecular mechanisms 

and specific electrophysiological responses could be used as biomarkers for the prevention 

of AF, as well as for personalized treatment of patients with AF, taking into account the 

influence of sex.  

AIMS OF THE THESIS: 

i Analyze the molecular mechanisms that alter calcium homeostasis in carriers of 

multiple risk variants of the 4q25 region.  

i Investigate the effects of 1q21 risk variants on SK3 current and electrical activity, as 

well as the influence of calcium homeostasis on SK3 current in human atrial 

myocytes. 

i Analyze the possible interactions that can occur between the different 4q25 and 1q21 

risk variants, and their combined effect on electrophysiological function of human 

atrial myocytes. 

i Determine the influence of sex on intracellular calcium homeostasis in patients with 

AF.  

METHODS: Experiments were carried out on isolated human atrial myocytes. Patch-clamp 

technique (voltage-clamp or current-clamp depending on the protocol) was used to measure 

calcium current and its electrophysiological characteristics, as well as transient inward 

currents (ITI) or spontaneous membrane depolarizations. Confocal microscopy was used to 

visualize intracellular calcium. Protein expression was determined using the western blot 

technique and their distribution was analyzed with immunofluorescent marking.   



ABSTRACT 
 

30 
 

RESULTS: Analysis of the effect of all 4q25 risk variants on ICa and electrical activity in 

human atrial myocytes showed a significant reduction in ICa amplitude in patients carrying 

the risk variant in rs1448818 (the variant closest to PITX2), while patients carrying the risk 

variants in rs2200733, rs13143308 and rs10033464 (approximately located 150 kb upstream 

from PITX2) presented a significant increase in the ITI frequency. Taking these findings into 

account, the functional effect seems to be associated with the location of the risk variants, 

suggesting an inhibitory effect on ion channel activity in the region close to PITX2 where 

the risk variant rs1448818 is found, and a stimulatory effect in the area further away from 

PITX2 where the risk variants rs2200733, rs13143308 and rs10033464 are found. On the 

other hand, analysis of the effect of the alterations in calcium homeostasis and 1q21 risk 

variants on SK3 current and electrical activity in human atrial myocytes showed that patients 

with AF, carriers of the risk variant rs1448818 and carriers of the risk variant rs13376333 at 

1q21 all exhibited a reduction in apamine-sensitive SK current. Furthermore, blocking the 

SK3 channels with apamin led to an increase in spontaneous membrane depolarizations. 

Finally, AF has generally been associated with a decrease in ICa and an increase in ITI 

frequency, but analysis of the effect of sex on intracellular calcium homeostasis in human 

atrial myocytes showed that ICa is only reduced in men with AF; while higher frequency of 

ITI and spontaneous membrane depolarizations is only observed in women and exacerbated 

in those with AF.  

CONCLUSIONS: 

1. Risk variants in the 4q25 region associated with risk of AF have a differential effect 

on intracellular calcium regulation depending on their location.  

• Patients with risk variant at rs1448818, which is closest to PITX2, present a 

reduction in ICa that would favor a shortening of refractory period and 

electrical reentry.  

• On the other hand, patients with risk variants at rs2200733, rs13143308 or 

rs10033464, located approximately 150 kb upstream from PITX2, present an 

increase in the ITI frequency that favors spontaneous membrane 

depolarizations and ectopic activity.  

This demonstrates that the choice of treatment to prevent or treat AF should take 

into account the risk variants carried by the patient, suggesting that it would be 

beneficial to restore ICa in carriers of rs1448818 and to reduce spontaneous calcium 

release in carriers of rs13143308.  
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2. Altered calcium homeostasis and 1q21 variants modify the apamine-sensitive current. 

• The reduction in ICa observed in patients with AF or in carriers of the risk 

variant in rs1448818 reduces the apamine-sensitive SK current.  

• The risk variant rs13376333 in the 1q21 region, located in intron 1 of the 

KCNN3 gene, also reduce the apamine-sensitive current.  

• The effects of the risk variants rs1448818 and rs13376333 are not 

complementary.  

These reductions in SK3 current would delay the repolarization of spontaneous 

membrane depolarizations, facilitating the induction of spontaneous action potentials 

and arrhythmias induced by ectopic activity. Therefore, restoration of SK3 channel 

function might represent a specific therapy for the prevention or treatment of AF in 

carriers of the rs13376333 risk variant.  

 
3. Sex is also a factor to take into account since it has a differential effect on ICa 

amplitude and ITI frequency in atrial myocytes of patients with AF.  

• ICa is only reduced in men with AF. 

• The incidence of ITI and spontaneous membrane depolarizations is higher in 

women only and exacerbated in those with AF.   

These results suggest that therapies aimed at reestablishing ICa would be more 

effective in men with AF, while therapies aimed at restoring RyR2 activity would be 

more effective in women with AF.  
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MOTIVACIÓN DEL ESTUDIO 

La fibrilación auricular (FA) es la arritmia más común, afectando a un 1-2% de la 

población general. Clínicamente, la presencia de FA hace que se duplique la tasa de 

mortalidad e incrementa el riesgo de sufrir un ictus hasta 5 veces (1). Sin embargo, a pesar 

de esta elevada prevalencia entre la población, su relevancia clínica y todos los esfuerzos 

depositados en su estudio en las últimas décadas, su tratamiento no es eficaz en todos los 

pacientes.  

La regulación del calcio intracelular juega un papel muy importante en el desarrollo 

de disfunciones contráctiles y arritmias. Durante el potencial de acción (PA) cardíaco se 

produce una despolarización de la membrana celular que permite la entrada de calcio al 

interior de la célula gracias a la activación de los canales de calcio tipo L (Cav1.2). Este 

incremento del calcio intracelular activará la liberación de calcio del retículo sarcoplasmático 

(RS) a través de canales de calcio presentes en su membrana, también conocidos como 

receptores de rianodina (RyR2), dando lugar al fenómeno conocido como “calcium induced 

calcium release” (CICR). De esta forma, el calcio liberado al citosol se unirá a la troponina C, 

produciendo la contracción celular. Por el contrario, para que se produzca la relajación, el 

aumento del calcio citosólico debe ser eliminado. Los principales mecanismos implicados en 

su eliminación son la reacumulación en el RS y su expulsión del cardiomiocito a través del 

intercambiador Na+-Ca2+ (NCX-1)(2).  

La FA se ha asociado con numerosas alteraciones electrofisiológicas, moleculares y 

estructurales en los miocitos auriculares (3). En cuanto a las alteraciones electrofisiológicas, 

varios estudios han demostrado que los miocitos de los pacientes con FA presentan una 

mayor frecuencia de liberaciones espontáneas de calcio procedentes del RS (4,5). Estas 

liberaciones espontáneas se han relacionado con la fosforilación del RyR2 en el residuo ser-

2808, producida por la proteína quinasa A (PKA)(5,6). La fosforilación del RyR2 en el 

residuo ser-2814 también puede ser activada por la proteína quinasa II dependiente de Ca2+-

calmodulina (CaMKII), que contribuye de la misma manera a un incremento de la liberación 

de calcio del RS en miocitos auriculares de pacientes con FA (7).  

Por otro lado, se ha visto que modelos de ratón transgénicos con un elevado índice 

de liberaciones espontáneas de calcio son más susceptibles a presentar arritmia espontánea o 

inducida (8). Todo esto, demuestra la importancia de la liberación espontánea de calcio del 

RS para el desarrollo de arritmias.  
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Mientras se siguen haciendo numerosos estudios sobre las alteraciones 

electrofisiológicas y mecánicas en la FA, la investigación de sus bases genéticas sigue siendo 

escasa. Principalmente, se conocen mutaciones puntuales en los genes que codifican para 

diferentes canales iónicos que se han asociado a la FA familiar, pero estas sólo explican una 

minoría de los casos (<10%)(9). Durante la última década, se han realizado estudios de 

genome-wide association studies (GWAS) que han relacionado la FA con diferentes locus de single 

nucleotide polymorphisms (SNPs) en las regiones cromosómicas 4q25, 1q21 y 16q22, entre otros 

(10,11). Estudios más recientes, han determinado la asociación de nuevas variantes a la FA, 

aunque las localizadas en 4q25 parecen seguir siendo las que podrían tener mayor impacto 

(12). Resultados de nuestro laboratorio vinculan la variante de riesgo de 4q25 rs13143308T 

con una excesiva liberación espontánea de calcio que podría asociarse a determinados 

cambios observados, entre los cuales encontramos el aumento en la expresión de la ATPasa 

de Ca2+ del RS (SERCA2a), el aumento del contenido de calcio del RS y el aumento de la 

fosforilación en el residuo de ser-2808 del RyR2 (13). Sin embargo, a parte de rs13143308, 

hay otros SNPs en la región 4q25 que se segregan de forma independiente a esta, por lo que 

podrían tener efectos funcionales diferentes. 

También se ha asociado la FA a variantes de riesgo de la región 1q21 ubicadas en 

intrones del gen KCNN3, que codifica para el canal de K+ activado por Ca2+ (SK3)(11). En 

la última década se ha evidenciado la existencia y la importancia funcional de los canales SK3 

en el corazón, e incluso parece que podrían tener un rol importante en la FA.  

Por esta razón, sería de gran interés conocer de forma más profunda los mecanismos 

moleculares que se encuentran detrás de cada variante de riesgo 4q25, así como el impacto 

que tienen las variantes de riesgo 1q21 sobre la homeostasis del calcio intracelular y la 

actividad eléctrica de miocitos auriculares humanos de pacientes con y sin FA, y las posibles 

interacciones que puede haber entre las diferentes variantes de riesgo. 
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LA EXCITACIÓN ELÉCTRICA DE LOS CARDIOMIOCITOS 

 
Canales iónicos y potencial de reposo  

Para entender los principios básicos de la excitación eléctrica de los cardiomiocitos y 

cómo se pueden producir las arritmias cardíacas por defectos en esta excitación eléctrica, 

debemos conocer el funcionamiento de los canales iónicos y sus propiedades.  

Los canales iónicos son proteínas que regulan el paso de iones a través de la 

membrana celular. Estos presentan una serie de características importantes, entre las cuales 

encontramos la permeabilidad selectiva a determinados iones y su apertura o cierre 

dependiendo del potencial de membrana (canales regulados por voltaje), moléculas 

intracelulares o ligandos extracelulares (canales regulados por sustancias químicas) y cambios 

físicos (canales regulados por estímulos mecánicos).   

El potencial de membrana (Vm) de las células se genera gracias a varios gradientes 

iónicos debido a la permeabilidad selectiva que presenta la membrana celular para diferentes 

iones. Para entender cómo se genera el Vm de reposo de las células, debemos tener en cuenta 

las concentraciones del medio extra e intracelular (Ver Tabla 1), así como conocer las 2 

ecuaciones que determinan la difusión de iones a través de la membrana celular.    

 
 
 
 
 

 
 
 

 
Tabla 1. Gradiente de concentraciones iónicas transmembrana (mM) 

 
El potencial de equilibrio de un ion determinado (Eion) depende de la concentración 

de ese ion específico a ambos lados de la membrana, y nos indica el potencial eléctrico en el 

cual no se produce un movimiento neto de este ion. Cuanto mayor sea la diferencia, mayor 

es la tendencia del ion a difundir hacia el lado que presenta una menor concentración, y por 

tanto mayor será el potencial de equilibrio. El potencial de equilibrio para cualquier ion a 

37ºC se calcula utilizando la ecuación de Nernst (14): 

 

𝐸𝑖𝑜𝑛 =
61
𝑍

× 𝑙𝑜𝑔
[𝑖ó𝑛]𝑒
[𝑖ó𝑛]𝑖

 

 INTRACELULAR EXTRACELULAR 

Na+ 5-15 145 
K+ 140 5 

Mg2+ 30 1-2 
Ca2+ <0.0001 libre 2-5 
Cl- 4 110 
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Donde 61 es 2.303 RT/F a 37ºC (R es la constante de los gases ideales, T es la 

temperatura absoluta y F es la constante de Faraday), Z es la carga eléctrica del ion, y [ion]i y 

[ion]e es la concentración del ion en el interior y en el exterior de la célula respectivamente.  

Sin embargo, las células excitables de los mamíferos son permeables a más de un ion, 

y por ello el Vm viene determinado por el gradiente de todos ellos. Así, el Vm depende de la 

polaridad de cada ion, la permeabilidad de la membrana a cada ion, y los gradientes de 

concentración entre el interior y el exterior de la membrana. Los iones Na+, K+ y Cl- son los 

iones más importantes en la generación del Vm de las células en reposo. Así surgió la 

ecuación de Goldman-Hodgkin-Katz (14), que sirve para predecir el potencial de 

membrana teniendo en cuenta estos 3 iones:  

𝑉𝑚 (𝑚𝑉) =  61 × 𝑙𝑜𝑔
𝑃𝐾[𝐾+]𝑒 + 𝑃𝑁𝑎[𝑁𝑎+]𝑒 + 𝑃𝐶𝑙[𝐶𝑙−]𝑖

𝑃𝐾[𝐾+]𝑖 + 𝑃𝑁𝑎[𝑁𝑎+]𝑖 + 𝑃𝐶𝑙[𝐶𝑙−]𝑒
 

 

Donde 61 es 2.303 RT/F a 37ºC (R es la constante de los gases ideales, T es la 

temperatura absoluta y F es la constante de Faraday), P corresponde a la permeabilidad 

relativa de la membrana al ion indicado en subíndice, y [ion]i y [ion]e es la concentración del 

ion en el interior y en el exterior de la célula respectivamente. 

La permeabilidad de los canales de Na+ y K+ sufre cambios rápidos durante la 

transmisión de un impulso eléctrico, fenómeno que no ocurre con los canales de Cl-. Por esta 

razón, los cambios rápidos en la permeabilidad de los canales de Na+ y K+ serán los 

principales responsables de la transmisión de la señal eléctrica.  

Después de entender estos conceptos, vamos a ver cuáles son los factores 

importantes que determinan el Vm en reposo:  

- Difusión de K+. El elevado gradiente de iones K+ entre el interior y el exterior de la 

célula, hace que el K+ salga de la célula a través de los canales de fuga.  

- Difusión de Na+. Los canales de fuga de K+ también pueden dejar que difundan al 

exterior algunos iones Na+, pero generalmente los iones K+ son 100 veces más 

permeables, así que el Na+ que difunde a través de estos es mínimo.  

- Bomba Na+-K+. Se produce un bombeo continuo de 3 iones Na+ hacia el exterior 

de la célula por cada 2 iones K+ que entran. Esto da lugar a una pérdida continua de 

cargas positivas, por lo que genera un poco más de negatividad en el interior de la 

célula.  
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Resumiendo, el mecanismo que tiene mayor contribución en la generación del Vm de 

reposo es la difusión de iones K+, y en menor medida la difusión de iones Na+ y el 

movimiento producido por la bomba Na+-K+. Estos mecanismos harán que el Vm de reposo 

medio en las células auriculares y ventriculares esté entre -80 y -90 mV (15).  

 
 

Potencial de acción cardíaco y corrientes iónicas subyacentes  

Tal como podemos ver en la Figura 1, el PA de las células ventriculares se puede dividir 

en las siguientes fases (16):  

- Fase 0. Despolarización. La despolarización de los cardiomiocitos normalmente 

se inicia por la propagación de una corriente pasiva de una zona vecina activa.  

Cuando la membrana alcanza entre -80 y -60 mV (en las células ventriculares), los 

canales de Na+ voltaje-dependientes se abren, permitiendo así que el Na+ se 

introduzca dentro de la célula rápidamente y en consecuencia se produzca una 

subida rápida del Vm. Cuando el Vm alcanza los -30 mV aproximadamente, la 

activación de los canales de Ca2+ también contribuye a la despolarización de la 

membrana y la subida del PA.   

- Fase 1. Repolarización inicial. Debido a la inactivación de los canales de Na+ (INa), 

y a la activación de los canales de K+ de activación e inactivación rápida (Ito) y el 

intercambiador NCX-1 (INCX) se produce una repolarización inicial. En esta fase de 

repolarización inicial, el NCX-1 actúa de forma inversa, es decir expulsando Na+ 

debido a la despolarización de la membrana y a la elevada concentración de Na+ que 

hay en el interior de la célula. Por tanto, se genera una pequeña corriente neta de 

salida (salen 3 Na+ y entra 1 Ca2+).  

- Fase 2. Meseta. Después de esta pequeña repolarización inicial, el PA alcanza una 

meseta debido a que el flujo de entrada y salida de iones alcanza un equilibrio. Este 

equilibrio se debe a que la entrada de calcio a través de los Cav1.2 junto a la carga 

neta positiva de entrada debido a que el NCX-1 intercambia 3Na+ (entran) por 1Ca2+ 

(que se expulsa), contrarrestan la corriente de repolarización producida por los 

canales de K+ ultra-rápidos (IKur) y los canales de K+ lentos (IKs).    

- Fase 3. Repolarización rápida. El cierre de los Cav1.2 y el aumento de la 

permeabilidad a los iones K+ a través de los canales de K+ rápidos (IKr), los canales 

de K+ lentos (IKs) y la corriente rectificadora IK1, permite que los iones K+ salgan 
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rápidamente de la célula, poniendo fin a la meseta y devolviendo a la célula a su Vm 

de reposo. 

- Fase 4. Potencial de membrana de reposo. En esta fase se recuperan las 

concentraciones de iones intracelular y extracelular de la célula en reposo. El Vm de 

reposo será diferente en función del tipo de célula cardíaca.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Representación esquemática de un potencial de acción de las células ventriculares. Los 

números representan las diferentes fases del potencial de acción; Fase 0: Despolarización; Fase 1: 

Repolarización inicial; Fase 2: Meseta; Fase 3: Repolarización rápida; Fase 4: Potencial de membrana en 

reposo. La línea discontinua representa la despolarización que se da normalmente en la fase 4 de las células 

del sistema de conducción del corazón, pero no en los cardiomiocitos ventriculares. Debajo del potencial 

de acción, se muestran las corrientes iónicas involucradas en cada fase del potencial de acción. Adaptada 

de “Induced pluripotent stem cell derived cardiomyocytes as models for cardiac arrhythmias” por 

Hoekstra M, Mummery CL, Wilde AAM, Bezzina CR and Verkerk AO, 2012, Frontiers in Physiology, 3: 346, 

p.4 (17). 



INTRODUCCIÓN 
 

41 
 

Tal como podemos ver en la Figura 2, la forma de los potenciales de acción varía en 

función de la región del corazón. Las células del nodo sinoatrial (SA) suelen tener un Vm de 

reposo entre -50 y -60 mV, y las despolarizaciones graduales producen un PA con una subida 

lenta y en consecuencia una velocidad de propagación local también lenta. La mayoría de los 

canales de Na+ están inactivados y no participan en la fase de despolarización rápida, en estas 

células los canales de Ca2+ son los encargados de llevar a cabo esta despolarización. En la 

misma línea, las células del nodo atrioventricular (AV) presentan un Vm entre -60 y -70 mV, 

y el PA es similar al de las células del nodo SA. En las células auriculares y ventriculares el 

Vm de reposo está entre -80 y -90 mV y el PA tiene una despolarización muy rápida atribuida 

a la corriente de Na+, que puede llegar a alcanzar +30-50 mV. La repolarización es más rápida 

en las células auriculares que en las ventriculares y las células de las fibras de Purkinje. Sin 

embargo, la fase de meseta es más prominente en las células ventriculares. Además, la 

duración del PA es menor en las células epicárdicas y mayor en las células endocárdicas y 

miocárdicas, reflejando la diferencia en la expresión de canales iónicos en cada región (16).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figura 2. Variaciones regionales de la forma de los potenciales de acción. Los PA a la derecha son 

representativos de las diferentes formas que se observan normalmente en las regiones cardíacas indicadas. 

La posición que tienen estos a lo largo del eje de tiempo refleja el lapso de tiempo que pasa desde que se 

inicia el PA en el nodo SA. Adaptada de “Excitation-Contraction Coupling and Cardiac Contractile Force” 

2nd Edition por Bers, Donald M. , 2001, Kluwer Academic Press, p.64 (16). 

 

La larga duración del PA en los miocitos ventriculares tiene 2 funciones principales. 

En primer lugar, previene la re-excitación, manteniendo la membrana despolarizada, y por 
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lo tanto los canales de Na+ y Ca2+ inactivados. Este fenómeno previene el desarrollo de una 

conducción anómala. En segundo lugar, la larga duración permite la relajación del músculo 

cardíaco antes del siguiente latido, previniendo así su tetanización que podría suponer un 

problema para el correcto bombeo de la sangre (16).  

 
 
Generación de la señal eléctrica  

Algunos tejidos deben presentar una ritmicidad espontánea para regular el latido 

rítmico del corazón, como es el caso de las células marcapasos ubicadas en el nodo SA. Estas 

células especializadas, presentan pocos canales rectificadores de K+, responsables en gran 

parte de la repolarización de las células, lo cual hace que su Vm de reposo esté entre -50 y -

60 mV.  

Durante décadas ha habido discusión sobre el funcionamiento de la automaticidad 

del nodo SA, en la que siempre competían dos conceptos para explicarla: la corriente 

marcapaso (If) y la despolarización de la membrana a través de la corriente NCX (INCX) 

inducida por Ca2+ (18). La despolarización diastólica espontánea es la base de la 

automaticidad de las células marcapasos, y durante muchos años se ha atribuido a las 

corrientes voltaje-dependientes que se producen a través de la membrana, como es el caso 

de If, una corriente de entrada de Na+-K+ que se activa por hiperpolarización y está regulada 

por AMPc (19). El hecho de que los canales iónicos se abran y cierren en función del Vm, 

hace que este fenómeno se conozca con el nombre de “voltage clock”. Existen 4 isoformas del 

gen HCN (HCN1-4) que codifica para los canales f. Concretamente, la isoforma HCN4 es 

la que más se expresa en el nodo SA de mamíferos (20). Se han realizado estudios que 

demuestran que mutaciones en los canales f se asocian con una disminución de la frecuencia 

cardíaca (21), y que la aplicación de fármacos que inhiben los canales If tienen el mismo 

efecto (22). Por ello, la importancia de If en las células marcapasos del nodo SA ha ido 

cobrando cada vez más fuerza. Sin embargo, aunque las mutaciones en HCN4 se han 

asociado a una bradicardia sinusal, la frecuencia cardíaca máxima alcanzada durante la 

realización de ejercicio era normal (23). Este hecho evidencia que la corriente If no es el único 

mecanismo implicado en la automaticidad del nodo SA.  

Estudios posteriores, identificaron liberaciones espontáneas de calcio del RS rítmicas 

durante la despolarización diastólica. Se propuso que estas liberaciones espontáneas de calcio 

rítmicas activaban el NCX-1, generando una corriente de entrada que contribuía a la 
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despolarización diastólica (24,25). A este mecanismo se le conoce con el término de “calcium 

clock”, y varios estudios demostraron su importancia. Uno de ellos demostró que un aumento 

del nivel basal de PKA en el nodo SA podría contribuir a un aumento del contenido de calcio 

del RS (26). Además, en otro estudio se vio que los pacientes que presentaban una delección 

en el exón-3 del RyR2 desarrollaban taquicardia ventricular polimórfica catecolaminérgica 

(CPVT), acompañada de una disfunción del nodo SA y AV, e incluso de FA (27). 

Así, varios estudios evidenciaron que la automaticidad de las células marcapasos era 

un mecanismo complejo en el que los fenómenos de “voltage clock” y “calcium clock” actuaban 

de forma coordinada para asegurar el correcto funcionamiento de la actividad de las células 

marcapasos (28–30), y que este acoplamiento se basaba en numerosos mecanismos 

dependientes de voltaje, tiempo y calcio (29,30). Entre estos mecanismos, se vio la 

importancia de la corriente de calcio tipo L (ICaL) en el reinicio y reabastecimiento del 

mecanismo de “calcium clock” (30). Así, se pudo concluir que tanto ICaL como NCX-1 tienen 

un rol importante en los dos sistemas.  

 
 
Conducción de la señal eléctrica  

El latido cardíaco se inicia con un impulso eléctrico o PA generado en el nodo SA 

(situado en la pared supralateral de la aurícula derecha), que se propagará de forma 

sincronizada por todo el músculo cardíaco. Primero, a través de las vías internodulares, 

viajará rápidamente hasta ambas aurículas produciendo su contracción y el paso de sangre de 

estas hacía los ventrículos. A continuación, el impulso llegará al nodo AV, situado en la pared 

posterolateral de la aurícula derecha. La conducción del impulso por el nodo AV y a través 

de las fibras del haz de Hiss que discurren por el tabique interventricular, hace que se 

produzca un retraso en la conducción de más de 0.1s, permitiendo así que las aurículas vacíen 

su sangre hacia los ventrículos antes de que se inicie la contracción ventricular. Estas fibras 

del haz de Hiss discurren a lo largo del tabique interventricular dirigiéndose hacia el ápex del 

corazón. Al final se divide en dos ramas, izquierda y derecha, las cuales se dividen en ramas 

más pequeñas que se distribuyen alrededor de cada una de las cavidades ventriculares. Estas 

pequeñas ramas se conocen como fibras de Purkinje, las cuales penetran hasta 

aproximadamente un tercio del grosor de la masa muscular y la conducción en ellas es más 

rápida. Se continúan con las fibras musculares cardíacas, de forma que una vez el impulso ha 
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llegado a las fibras de Purkinje, este se propaga casi inmediatamente a las células musculares 

cardíacas.   

Aunque el nodo SA es el que controla el latido del corazón, las fibras del nodo AV y 

las fibras de Purkinje pueden presentar una excitación rítmica intrínseca. La razón por la cual 

no son estas otras fibras las que controlan el latido cardíaco es porque su frecuencia de 

descarga es bastante menor a la del nodo SA. Cada vez que se produce una descarga del nodo 

SA, el impulso se propaga haciendo que se despolaricen las membranas del nodo AV y las 

fibras de Purkinje. Antes de que éstas últimas puedan alcanzar sus propios umbrales de 

autoexcitación se inicia un nuevo impulso procedente del nodo SA que impide que esto 

ocurra.  

Cuando este sistema de conducción no funciona correctamente, alguna otra parte del 

corazón puede presentar una actividad rítmica más rápida que la del nodo SA. Incluso en 

algunos casos se puede dar que el músculo auricular o ventricular presente una excitabilidad 

excesiva y actúe como un marcapasos. Estos marcapasos localizados en lugares distintos al 

nodo SA se conocen como marcapasos ectópicos y generan una secuencia anormal de 

contracción, pudiendo llegar a producir una debilidad significativa del bombeo cardíaco (15). 

 

 
 
ESTRUCTURA DEL CARDIOMIOCITO 

Los cardiomiocitos son la unidad funcional del miocardio, tienen forma cilíndrica, su 

longitud puede estar entre 50-120 µm y su diámetro entre 5-25 µm. El término sarcolema se 

utiliza para denominar a la membrana celular de las células musculares, así como el término 

sarcoplasma se utiliza para referirse al citoplasma de estas (14). A continuación, se explicará 

la importancia que tiene cada estructura celular en la transmisión de la señal eléctrica y la 

contracción.  

 

Miofilamentos  

Los miofilamentos ocupan un 45-60% del volumen celular en los miocitos 

ventriculares de los mamíferos. Esta proporción es menor en las células auriculares y las 

células especializadas en la conducción eléctrica. Los miofilamentos son la maquinaria 

contráctil de la célula y son el efector final en la transformación de energía química en energía 
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mecánica. La unidad contráctil fundamental del músculo estriado es el sarcómero, delimitado 

por las líneas Z (Figura 3). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 3. Organización y ultraestructura de la fibra muscular. Tomada de “Guyton y Hall. Tratado 

de Fisiología Médica” 13th Edition por Hall, JE., 2016 ELSEVIER (15). 

 

Los miofilamentos están compuestos por filamentos gruesos constituidos por la 

unión de moléculas de miosina, y por filamentos delgados constituidos por la unión de 

moléculas de actina. Cada filamento grueso está compuesto por aproximadamente 300 

moléculas de miosina. La molécula de miosina está formada por 6 cadenas polipeptídicas: 2 

cadenas pesadas (460 kDa) y 4 cadenas ligeras (Figura 4A). Cada cadena pesada de miosina 

tiene una larga cola (130 nm) dispuesta en una estructura α-helicoidal, y una cabeza con 

estructura globular. Las colas de las cadenas pesadas se disponen formando el eje principal 

del filamento (Figura 4B). Las cabezas son las que forman los puentes cruzados de unión al 

filamento delgado y contienen el lugar de hidrólisis del ATP.  
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Figura 4. Estructura y disposición de las moléculas de miosina. A) Estructura de la molécula de 

miosina. B) Disposición de las moléculas de miosina para formar el filamento grueso y puentes cruzados 

con los filamentos de actina adyacentes. Adaptada de “Guyton y Hall. Tratado de Fisiología Médica” 13th 

Edition por Hall, JE. , 2016 ELSEVIER (15). 

 

Por otro lado, en la Figura 5 podemos apreciar la estructura de los filamentos 

delgados formados por actina, tropomiosina y troponina. El eje principal del filamento 

delgado está compuesto por una molécula de F-actina bicatenaria, formada por 2 hebras 

dispuestas en una estructura α-helicoidal. Cada una de estas hebras está formada por 

proteínas globulares de actina G (14,15).  

 
 
 
 

 

 

Figura 5. Estructura del filamento delgado. Podemos ver las 2 hebras helicoidales que conforman la 

molécula de F-actina, y cómo se disponen entre los huecos que hay entre ellas las moléculas de 

tropomiosina. Vemos un complejo de troponina unido al extremo de cada una de las moléculas de 

tropomiosina. Tomada de “Guyton y Hall. Tratado de Fisiología Médica” 13th Edition por Hall, JE., 2016 

ELSEVIER (15). 

A 

B 



INTRODUCCIÓN 
 

47 
 

La tropomiosina es una proteína larga y flexible, formada por una doble cadena 

dispuesta también en una estructura helicoidal, que se encuentra enrollada alrededor de la 

hélice de F-actina. Cada 7 monómeros de actina encontramos un complejo de troponina 

unido a la tropomiosina. Las moléculas de troponina están formadas por 3 subunidades 

proteicas unidas entre sí de forma laxa, y cada una de ellas tiene una función específica en el 

control de la contracción muscular. La troponina I (TnI) tiene gran afinidad por la actina, la 

troponina T (TnT) por la tropomiosina y la troponina C (TnC) por los iones Ca2+.  

En reposo (Figura 6A), situación en la que hay una baja [Ca2+] intracelular, la TnI 

se encuentra unida específicamente a la actina, anclando así el complejo TnT-tropomiosina 

e impidiendo la interacción entre los filamentos de actina y miosina y por tanto la 

contracción muscular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Interacción actina-miosina en el músculo cardíaco. A) Interacciones 

moleculares que se producen en reposo, cuando la [Ca2+] es baja. B) Interacciones que se 

dan cuando la [Ca2+] aumenta. Adaptada de “Excitation-Contraction Coupling and Cardiac 

Contractile Force” 2nd Edition por Bers, Donald M. , 2001, Kluwer Academic Press, p.23 (16). 

 

Cuando se produce un incremento de la [Ca2+] intracelular (Figura 6B) debido a la 

despolarización de la membrana celular, la TnC se une al Ca2+ provocando que la TnI se 

disocie de la actina. Este cambio hará que la TnT provoque el movimiento de la 
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tropomiosina, permitiendo que la miosina interaccione con la actina. Esta interacción 

aumenta la capacidad de la miosina ATPasa para hidrolizar el ATP y transformar la energía 

química en energía mecánica, produciéndose así la contracción muscular.  

 

 

Sarcolema y túbulos transversos  

Los túbulos transversos o túbulos T son invaginaciones del sarcolema, por lo que en 

su luz habrá líquido extracelular. Estos túbulos tienen un trayecto transversal a las 

miofibrillas, siguiendo las líneas Z. Cuando un PA se propaga por el sarcolema del 

cardiomiocito, los túbulos T son los encargados de transmitir rápidamente este PA hacia el 

interior de la célula. Sin este proceso, el PA sólo podría alcanzar el centro de la célula 

muscular por difusión, siendo más lento el tiempo de respuesta de esta.  

Sin embargo, existen diferencias en la densidad de túbulos T en los diferentes tipos 

celulares del corazón de los mamíferos. Mientras que las células ventriculares poseen una 

elevada densidad de túbulos T organizados de forma regular en las líneas Z, las células 

auriculares no poseen una extensiva red de túbulos T. El pequeño diámetro que tienen las 

células auriculares podría explicar que, aún teniendo una baja densidad de túbulos T, esté 

asegurado su correcto funcionamiento (31,32).  

En el sarcolema también podemos encontrar invaginaciones en forma de matraz 

denominadas caveolas (diámetro entre 50-80 nm). Estas contribuyen en aproximadamente 

un 10% a aumentar la superficie de la membrana celular, tanto en la superficie como en los 

túbulos T (33–35). 

Finalmente, también encontramos especializaciones de la membrana en la región 

donde las células se unen unas con otras, que son importantes para la conexión intercelular. 

Entre estas especializaciones encontramos: las uniones en hendidura o gap junctions, la fascia 

adherens o uniones intermedias y la macula adherens o desmosomas.  

 

 

Retículo sarcoplasmático 

El RS es un compartimento intracelular, que se extiende por toda la célula formando 

una extensa red de membranas. Consta de 2 partes principales: las cisternas terminales que 
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están localizadas junto a los túbulos T, y los túbulos longitudinales que rodean las miofibrillas. 

En el músculo cardíaco, la unión entre el sarcolema (superficie o túbulos T) con la cisterna 

terminal del RS adyacente recibe el nombre de diada. Esta unión altamente especializada 

cuenta con estructuras puente o proteínas de unión que han recibido el nombre de “feet” o 

pilares.  

El RS presenta una elevada [Ca2+] en su interior y es el encargado de llevar a cabo la 

liberación de calcio al sarcoplasma a través de los RyR2, y de su posterior recaptación a través 

de SERCA2a situada en su membrana. 

El canal de liberación de calcio del RS o RyR2 es una proteína tetramética grande 

(cada subunidad tiene un peso molecular aproximado de 560 kDa) que se encuentra 

localizado en la membrana del RS y se organiza con las proteínas que forman parte del “feet”. 

Concretamente, parece que están ligados mediante una matriz organizada de proteínas a los 

Cav1.2, situados en la membrana de los túbulos T. La relación RyR:Cav1.2 que existe en el 

músculo esquelético es de 1:2, mientras que en el ventrículo de los mamíferos se ha visto una 

relación de 4:10, dependiendo de la especie (16).  

 

 
 
HOMEOSTASIS DEL CALCIO EN CARDIOMIOCITOS 

 

Esquema general del acoplamiento excitación- contracción  

El término acoplamiento excitación-contracción se refiere a los mecanismos que 

unen la excitación eléctrica del miocito con la contracción del corazón. En este proceso, el 

calcio juega un papel fundamental ya que es el principal mensajero para activar los 

miofilamentos. La activación de los miofilamentos desencadenará la contracción coordinada 

de los cardiomiocitos auriculares y ventriculares, dando como resultado la expulsión de 

sangre de estas cámaras.    

El esquema general del acoplamiento excitación-contracción fue propuesto después 

de que los experimentos de Ringer (36) sugiriesen el importante papel del calcio como 

activador de la contracción. Durante el acoplamiento excitación-contracción, el PA cardíaco 

produce una despolarización de la membrana celular que permite la entrada de calcio al 

interior de la célula gracias a la activación de los Cav1.2. Este incremento de calcio intracelular 
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activará la liberación de calcio del RS a través de los RyR2 mediante el fenómeno conocido 

como CICR. De esta forma, el calcio citosólico se unirá a la TnC y se desencadenará la 

contracción celular. Por el contrario, para que se produzca la relajación, el calcio citosólico 

debe ser eliminado. Los principales mecanismos implicados en su eliminación del citosol son 

la reacumulación en el RS y su expulsión del cardiomiocito a través del intercambiador NCX-

1 (16). 

 

Figura 7. Esquema general de los flujos celulares de calcio. Vemos los flujos cardíacos implicados 

en el control de la contracción de los cardiomiocitos. En el cuadro situado en la parte inferior de la figura 

se muestra el curso de tiempo que pasa desde que se inicia el PA, hasta que aumenta la [Ca2+] transitorio 

y se produce la contracción.  NCX: intercambiador Na+/Ca2+; ATP: bomba ATPasa; PLB: fosfolamban; 

SR: retículo sarcoplasmático. Tomada de “Cardiac excitation-contraction coupling” por Bers, DM., 2002, 

Nature, 415, p.198 (2). 

Este proceso implica la interacción de una serie de proteínas celulares necesarias para 

mantener la homeostasis del calcio. Cualquier alteración en la regulación del calcio puede 

jugar un papel importante en el desarrollo de disfunciones contráctiles y arritmias. En la 

Figura 7 encontramos un esquema general de los principales mecanismos que intervienen 

en la regulación del calcio, que vamos a ir desarrollando a lo largo de este apartado.  
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Activación de la contracción  

Cuando se produce el PA cardíaco, el miocito se despolariza (de ~ -90 mV a ~ +20 

mV) y los Cav1.2 se abren. Esto permitirá la entrada de calcio al microdominio que se 

encuentra entre el sarcolema y el RS adyacente, induciendo así la liberación local de calcio 

del RS a través de RyR2.  Fabiato (37) propuso que el flujo transmembrana de calcio 

desencadenaba la liberación de calcio del RS, un proceso que nombró CICR. El incremento 

de calcio en este microdominio va de 100 nM a 10 PM, y es suficiente para desencadenar el 

mecanismo de CICR (38).  Los estudios de Fabiato también demostraron que la actividad 

del RyR2 dependía de los niveles citosólicos de calcio, a bajas concentraciones (1-10 PM) se 

producía la activación del canal, mientras que a altas concentraciones (>10 PM) se inhibía 

(37,39).   

Aunque la importancia del flujo de calcio que entra en la célula a través de la 

membrana es variable según la especie de mamífero, la mayoría de los estudios indican que 

la principal fuente de calcio para desencadenar la contracción proviene del RS. Los datos 

sugieren que entre el 70-90% del calcio que activa los miofilamentos proviene de la liberación 

del RS, mientras que entre el 10-30% restante deriva del flujo de calcio transmembrana 

durante el PA (16).  

 

Entrada de calcio a través del sarcolema  

La corriente de calcio (ICa) que se da a través del sarcolema se define como una 

corriente de entrada (40). Hay 2 tipos de canales de calcio en los cardiomiocitos, los Cav1.2 

y los canales de calcio tipo T. Los Cav1.2 se caracterizan por presentar una gran conductancia, 

por su capacidad para mantenerse abiertos durante un periodo largo de tiempo, por ser 

sensibles a 1,4-dihidropiridinas y activarse a Vm más positivos. En cambio, los canales de 

calcio tipo T se caracterizan por presentar una pequeña conductancia, aperturas transitorias, 

insensibilidad a las 1,4-dihidropiridinas y activación a Vm más negativos (16).   

La ICaL es la ICa que presentan todos los miocitos cardíacos, mientras que la corriente 

de calcio tipo T (ICaT) se describió por primera vez en células auriculares (41) y más tarde en 

células caninas del sistema de Purkinje (42). La elevada presencia de canales de calcio tipo T 

en las células marcapasos y conductoras, así como su activación a potenciales de membrana 

típicos de las células marcapasos, ha hecho que se realicen diferentes estudios para 

comprobar qué papel desempeñan en estas células (43,44). Debido a que la ICaT es 
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relativamente pequeña y se inactiva muy rápido, el flujo de ICaT total es pequeño en 

comparación con el flujo de ICaL, y por lo tanto despreciable en la mayoría de los miocitos 

ventriculares. Estas diferencias, hacen que cada uno tenga su rol, donde ICaL está más 

involucrada en el desencadenamiento de la liberación de calcio del RS.  

La inactivación de la ICaL es más lenta que la de ICaT, pero en ambos casos depende 

del Vm y de la [Ca2+]. La inactivación dependiente de Vm es relativamente lenta, de forma que 

el aumento de la [Ca2+] debido a la entrada de calcio a través del canal y a su liberación del 

RS es lo que contribuye en mayor medida a su inactivación.  Por tanto, cuanto mayor sea la 

amplitud del calcio transitorio y la ICa, más rápida será la inactivación. Durante el PA, la ICaL 

contribuye poco a la despolarización rápida de las células ventriculares y auriculares, que 

viene dada básicamente por el Na+, pero sí que es responsable de mantener la fase de meseta 

del PA de éstas. En cambio, en las células del nodo SA y AV la ICaL e ICaT contribuyen en la 

subida del PA, que se da de una forma más lenta que en las células auriculares y ventriculares 

(45).  

 

Liberación de calcio del RS a través del RyR2 

Como ya se ha comentado anteriormente, los RyR2 son los canales de liberación de 

calcio del RS. Encontramos 3 isoformas del receptor de rianodina en los mamíferos (RyR1-

3). Los RyR2 son los que predominan en el corazón, aunque también podemos encontrar 

algunos RyR3 (46). Los RyR2 están localizados en clústeres y se estima que 1 clúster está 

formado aproximadamente por entre 10 y 300 RyRs. 

La liberación de calcio del RS a través de los RyR2 se produce en la unión o 

microdominio que hay entre ellos y los Cav1.2 del sarcolema. Estas uniones se conocen con 

el nombre de diadas, y los niveles de calcio presentes en estos microdominios dependerán 

del flujo de calcio que entra a través de los Cav1.2 y de su eliminación a través de NCX-1, del 

mismo modo que servirán para regular la señalización y contractibilidad cardíaca.    

Además, los RyR2 se encuentran unidos a una serie de proteínas accesorias, 

formando un complejo macromolecular. Las interacciones que se pueden dar entre las 

diferentes proteínas pueden servir para regular la actividad de los RyR2 y la propagación del 

calcio liberado. En este complejo macromolecular encontramos diferentes proteínas 

reguladoras como: calsecuestrina (CSQ-2), CaMKII, proteínas de unión FK, proteína quinasa 

dependiente de AMPc (PKA, anclada a través de mAKAP), fosfatasa 1 (PP1, anclada a través 
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de spinofilina), fosfatasa 2A (PP2A anclada a través de PR130) y fosfodiesterasas 

(PDEs)(38,46).   

En el lumen del RS encontramos la CSQ-2, la proteína encargada de tamponar el 

calcio dentro del RS, que permite su acumulación en grandes cantidades. Gracias a su baja 

afinidad al calcio hay alrededor de 100-500 µM de calcio libre en el lumen del RS (47). Esta 

proteína puede cambiar su forma de oligomérica a monomérica de forma reversible, en 

función de la [Ca2+] luminal. Cuando el lumen está lleno de calcio se encuentra en su forma 

oligomérica, pero cuando se produce la liberación de calcio del RS la forma oligomérica se 

disocia. Es entonces, cuando la forma monomérica se une al RyR2 (gracias a la proteína 

intermediaria triadina) e inhibe la actividad del canal (48,49).  

La calmodulina (CaM) es otra importante proteína reguladora del RyR2, tanto en su 

forma libre de Ca2+ como en su forma unida al Ca2+ (Ca2+-CaM). La unión de la Ca2+-CaM al 

RyR también inhibe la liberación de calcio a través de este. Cuando el calcio citosólico se 

reduce el Ca2+ se disocia de CaM y CaM se disocia del RyR2, permitiendo que se pueda abrir 

otra vez (50). Ca2+-CaM también puede activar la CaMKII, que a su vez fosforila diferentes 

residuos del RyR2 entre los cuales encontramos el residuo ser2808 y ser2814. Esta 

fosforilación aumentaría la actividad del RyR2, y por tanto la liberación espontánea de calcio 

(7,51). 

Por otro lado, el RyR2 se une con una elevada afinidad a las proteínas de unión FK, 

concretamente a la isoforma FKBP12.6. Esta unión estabiliza su interacción con otras 

proteínas para su correcto funcionamiento (52,53). Algunos estudios propusieron que la 

fosforilación por PKA podía producir la disociación de la proteína FKBP12.6, de forma que 

aumentase la probabilidad de apertura del RyR2 y consecuentemente las liberaciones 

espontáneas de calcio y las despolarizaciones tardías de la membrana (DADs) inducidas por 

la expulsión del calcio liberado por el NCX-1 (54,55).  

De la misma forma, la proteína sorcina regula la liberación espontánea de calcio 

uniéndose al RyR2. Este efecto inhibitorio se pierde si la proteína es fosforilada por PKA 

(56). Como vemos, la PKA puede fosforilar varias proteínas reguladoras del RyR2, y el 

resultado de ello siempre supone un incremento de su actividad. Además, al igual que pasa 

con la CaMKII, la PKA también es capaz de fosforilar algunos residuos del RyR2, entre los 

cuales los más importante son ser2808 (5,6) y ser2030 (57).  

En el complejo macromolecular del RyR2 también se han identificado PDEs, siendo 

la PDE4D3 la más abundante. Su presencia permite que la cantidad de AMPc alrededor del 
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RyR2 esté bien regulada y los niveles de esta isoforma parecen estar disminuidos en 

condiciones patológicas (58). Finalmente, los RyR2 también están asociados a fosfatasas 

como PP1 y PP2, que son necesarias para llevar a cabo la desfosforilación de las proteínas y 

volver al estado basal de actividad (59).  

En conclusión, podemos decir que la probabilidad de apertura de los RyR2 es mayor 

cuando aumenta la concentración de calcio citosólico, y disminuye en condiciones de reposo. 

Aun así, las liberaciones locales de calcio (calcium sparks) en reposo, nos indican que la 

probabilidad de apertura del RyR2 en reposo no es 0 (60). Esto sugiere que el RyR2 también 

libera calcio durante la fase de relajación del ciclo cardíaco, produciéndose una fuga de calcio 

diastólica. En condiciones fisiológicas, la fuga de calcio diastólico funciona como una 

“válvula” que regula el nivel de calcio luminal en el RS. Por tanto, podemos decir que la 

probabilidad de apertura del RyR2 no sólo depende de la concentración de calcio que entra 

a la célula, sino también del calcio luminal del RS. Como hemos visto desglosando las 

diferentes proteínas reguladoras, la probabilidad de apertura del RyR2 puede verse afectada 

por la fosforilación de diversas proteínas y/o residuos. En condiciones patológicas, la 

excesiva liberación de calcio en forma de calcium sparks u ondas de calcio (calcium waves) 

producida por un elevado contenido de calcio luminal y/o por la fosforilación del RyR2, 

puede contribuir a la generación de arritmias adquiridas o hereditarias (61,62). 

 

 

Eliminación de calcio del citosol 

Después de que se produzca la contracción cardíaca inducida por el incremento del 

calcio citosólico, este debe ser eliminado del citosol rápidamente para que se produzca la 

relajación. La expulsión de calcio de la célula a través del NCX-1 y su recaptación al RS a 

través de SERCA2a son los mecanismos principales de eliminación de calcio. Aun así, hay 

otros mecanismos minoritarios que también participan en la eliminación de calcio del citosol, 

como son la expulsión de calcio por una Ca2+-ATPasa situada en el sarcolema (PMCA) y la 

recaptación de calcio por las mitocondrias (38,63).   
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Transportador % de contribución a la 
eliminación de Ca2+ 

Bomba Ca2+-ATPasa-SL 0.86 % 

Transporte activo mitocondria 0.62 % 

Intercambiador Na+/Ca2+ 30 % 

Bomba Ca2+-ATPasa RS 68.5 % 

4 sistemas 100 % 
 

Tabla 2. Contribución de los diferentes transportadores de calcio a la relajación en miocitos 

ventriculares de conejo. SL es sarcolema. Tabla modificada de “Excitation-Contraction Coupling and 

Cardiac Contractile Force” 2nd Edition por Bers, Donald M. , 2001, Kluwer Academic Press, p.54 (16). 

 

 

Recaptación de calcio por SERCA2a 

La recaptación de calcio al RS está mediada por la bomba SERCA, que utiliza la 

energía de la hidrólisis del ATP para llevar a cabo su función, transportando 2 moléculas de 

Ca2+ por cada hidrólisis de ATP. Se han identificado 3 isoformas (SERCA1-3) que difieren 

en su afinidad por el calcio y su capacidad de transporte. SERCA2a es la isoforma mayoritaria 

en el corazón (64,65).  

SERCA2a recicla el calcio del citosol devolviéndolo de nuevo al lumen del RS, 

mecanismo que ayuda a mantener el nivel de calcio citosólico bajo (alrededor de 100 nM) y 

el contenido de calcio en el RS alto. Por tanto, podemos decir que existe un elevado gradiente 

entre el RS y el citosol de la célula. Esto permite que se produzca una rápida liberación de 

calcio desde el RS cuando los RyR2 se abren, pero también resulta en una fuga constante 

hacia el citosol a través de los pocos RyR2 que se abren de forma espontánea en reposo (65). 

La actividad de SERCA2a depende de varios factores como la concentración 

citoplasmática de calcio y del contenido de calcio del RS. Cuanto mayor sea la concentración 

en el citoplasma, mayor será la actividad de SERCA2a. En cambio, a mayor concentración 

de calcio en el RS, mayor será el gradiente contra el que SERCA2a deberá bombear, por lo 

que disminuirá su actividad (65).  

La actividad de SERCA2a también está regulada por fosfolamban (PLB). Se trata de 

una proteína transmembrana inhibidora asociada a SERCA2a, que puede modular la 

actividad de esta última en función de su estado de fosforilación. En su forma inactiva, el 

PLB está fosforilado y presenta una forma pentamérica. Su fosforilación previene la 
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interacción con SERCA2a, aumentando la actividad de la bomba y la acumulación de calcio 

en el RS (38). El resultado de este aumento en la recaptación de calcio facilita la relajación 

(efecto lusitrópico) y aumenta la posterior contracción (efecto inotrópico)(66). En cambio, 

en su estado desfosforilado, se despolimeriza y los monómeros de PLB se unen a SERCA2a, 

inhibiendo su actividad (67). PLB suele presentar su forma desfosforilada cuando la célula 

está en reposo.   

PLB se puede fosforilar en 3 lugares: Ser-16 por PKA, Thr-17 por CaMKII y Ser-10 

por proteína quinasa C (PKC), facilitando así su regulación por diferentes vías de señalización 

(65,68). Además, CaMKII está presente en un complejo multiproteico con SERCA2a, por lo 

que la puede fosforilar directamente, potenciando así su actividad (69–71). 

 

 

Expulsión de calcio de la célula por NCX-1 

NCX-1 es la isoforma cardíaca de este intercambiador. Es el responsable de expulsar 

aproximadamente la misma cantidad de calcio que entra a través de los Cav1.2 (72). La 

función del NCX depende del gradiente electroquímico, por lo que normalmente expulsará 

1 ion Ca2+ e introducirá 3 iones Na+, generando así una corriente de entrada (INCX). Sin 

embargo, cuando la concentración de Na+ es elevada en el interior de la célula y/o la célula 

está despolarizada, puede actuar de forma contraria. En este último caso, expulsaría 3 iones 

Na+ e introduciría 1 ion Ca2+, produciendo una corriente de salida (ENCX)(38).  

En conclusión, el mantenimiento de los gradientes de Na+ y Ca2+ extra e intracelular 

es crítico en la regulación de la actividad de NCX-1. En particular, el Na+ intracelular debe 

mantenerse bajo para el correcto funcionamiento de NCX-1. Esto es posible gracias a la 

bomba Na+-ATPasa que expulsa el Na+ que ha entrado durante el PA (73–75). 

NCX-1 puede ser fosforilado por PKA y PKC (76,77). Además, interacciona con 

diferentes proteínas accesorias entre las cuales encontramos fosfoleman, que tiene un efecto 

inhibitorio (78,79). En el complejo macromolecular de NCX se ha identificado PKA con su 

proteína de anclaje mAKAP, PKC, PP1 y PP2 (80). Esto sostiene una robusta teoría de que 

estas pueden fosforilar y regular la actividad de NCX y fosfoleman.  
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Mecanismos minoritarios: bomba Ca2+-ATPasa del sarcolema y recaptación 

mitocondrial 

La función principal de PMCA es expulsar iones de Ca2+ de la célula a cambio de 

protones (H+).  Hay 4 isoformas de PMCA (PMCA1-4), de las cuales PMCA1, PMCA4 y en 

menor medida PMCA2, son las que se han detectado en el músculo cardíaco (81). Puesto 

que PMCA ha presentado una alta afinidad al calcio pero una baja velocidad para 

transportarlo, se piensa que participa sutilmente en la regulación de la [Ca2+] intracelular 

durante la diástole, y que su contribución en la expulsión del calcio es minoritaria (82). Sin 

embargo, se han realizado experimentos con un bloqueador PMCA específico 

(carboxieosina)(83) y se ha visto que PMCA también es importante en la relajación de los 

miocitos ventriculares de hurón, conejo, rata, cobaya y ovejas (84–86). PMCA también puede 

afectar al contenido de calcio del RS y a la amplitud del calcio transitorio en miocitos 

ventriculares de rata, hurón y cobayas (85,87,88).  

El calcio mitocondrial desempeña un papel cuantitativo muy pequeño en los flujos 

de calcio asociados al acoplamiento excitación-contracción. Aun así, el calcio puede ser 

importante para la función mitocondrial y energética. El calcio entra en las mitocondrias 

mediante transporte activo, gracias a un gran gradiente electroquímico generado por la 

extrusión de protones vinculada al paso de electrones por el sistema citocromo en la cadena 

respiratoria (16). Además, se ha descrito la existencia de un microdominio RS-mitocondria 

gracias al cual se produce un movimiento importante de calcio entre estos dos 

compartimentos que puede regular varios procesos. El calcio puede transferirse directamente 

desde el RS a las mitocondrias y controlar funciones mitocondriales clave como la apoptosis 

y la generación de energía (89). Por otro lado, la captación local y rápida de calcio por parte 

de la mitocondria puede prevenir el aumento excesivo de calcio citosólico y controlar la señal 

de calcio para que sólo se produzca localmente (90). La transferencia efectiva de calcio entre 

el RS y la mitocondria está mediada por un complejo de múltiples proteínas, entre las cuales 

encontramos el RyR2 (91), el canal aniónico voltaje-dependiente (VDAC) unido a IP3R (92) 

o la mitofusina (93).   
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REGULACIÓN NEURO-HORMONAL DEL SISTEMA 

CARDIOVASCULAR 

Los receptores acoplados a proteínas G juegan un papel muy importante en la 

regulación de la función cardíaca, razón por la cual muchos de ellos son la diana de varias 

terapias farmacológicas. Dentro de este grupo encontramos los receptores adrenérgicos, 

colinérgicos y purinérgicos, entre otros.  

 

Receptores adrenérgicos 

El sistema nervioso simpático induce el incremento de la frecuencia cardíaca (efecto 

cronotrópico positivo), aumenta la contractibilidad cardíaca (efecto inotrópico positivo), 

aumenta la relajación cardíaca (efecto lusitrópico positivo), acelera la conducción AV (efecto 

dromotrópico positivo), disminuye la capacitancia venosa y aumenta la resistencia periférica. 

Estos fenómenos se producen con el objetivo de preparar al corazón para una situación de 

estrés, y están mediados por la unión específica de las catecolaminas (adrenalina o 

noradrenalina) a los receptores adrenérgicos (94,95).  

Se han identificado varios subtipos de receptores adrenérgicos: los receptores α1 (α1A, 

α1B, α1D), los receptores α2 (α2A, α2B, α2C) y los receptores β (β1, β2, β3)(96). Las proteínas G 

acopladas a estos receptores actúan estimulando (proteína Gs) o inhibiendo (proteína Gi) la 

enzima adenilil ciclasa (AC), o bien activando (proteína Gq) la fosfolipasa C (PLC).  

El corazón humano expresa receptores β1 y β2 en una ratio 70:30, y su activación 

aumenta la actividad cardíaca. También tiene receptores β3, que suelen estar inactivos en 

condiciones fisiológicas. Los receptores β1 activan proteínas Gs, mientras que los β2 pueden 

activar tanto proteínas Gs como Gi (97). La estimulación de los receptores β por parte de las 

catecolaminas tiene como resultado final la disociación del ATP en AMPc. Este último, a su 

vez, se unirá a la PKA que puede fosforilar varias dianas, entre las cuales encontramos los 

Cav1.2 (98), los canales f (99), PLB (en ser16)(100), RyR2 (en ser2808 o ser2030)(57,101), la 

TnI y la proteína C de unión a la miosina (100).  

El corazón humano también presenta receptores α1 aunque en menor medida que los 

β (20%). Su expresión en las arterias más importantes juega un papel fundamental en la 

regulación del flujo sanguíneo. La activación de los receptores α1 incrementa la concentración 

intracelular de calcio así como la sensibilidad de los miofilamentos al calcio, resultando en un 

efecto inotrópico positivo y un modesto efecto lustrópico negativo (102).   
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Por otro lado, la estimulación de los receptores α2 (acoplados a proteínas Gi) 

presentes en el músculo liso vascular hace que se produzca una vasoconstricción transitoria. 

En cambio, la activación de los α2A centrales inhibe el tono simpático a nivel central, 

disminuyendo la presión arterial. Además, la liberación de noradrenalina por las fibras 

nerviosas simpáticas está controlada a nivel presináptico por los receptores α2A y α2C (103). 

 

Receptores colinérgicos  

El sistema nervioso parasimpático, cuyo principal neurotransmisor es la acetilcolina 

(ACh), regula la función del sistema cardiovascular actuando en los receptores muscarínicos 

(M1-M5)(104). Los receptores M1 y M3 se expresan en el endotelio y en las células del 

músculo liso vascular (105), donde pueden actuar produciendo una vasodilatación o 

vasoconstricción en función del balance del tono vascular (106). Se ha visto que los M1 y M3 

también se expresan en corazón, aunque en menor medida que los M2 (107).  

Varios estudios han demostrado la presencia de receptores M2 en el corazón 

humano, concretamente parece que su expresión es 2.5 veces superior en aurícula que en 

ventrículo (108). La estimulación de los M2 tiene un efecto directo e indirecto en la función 

de los canales iónicos. Por un lado, el efecto directo resulta en una hiperpolarización que 

disminuye la frecuencia cardíaca y dificulta la conducción del impulso a través del nodo AV. 

Por otro lado, se ha visto que pueden modular de forma indirecta la respuesta dependiente 

de AMPc activada por la estimulación de los receptores β (107). También podemos encontrar 

M2 en el endotelio de los vasos coronarios, donde tendrían un efecto vasodilatador (109). 

 

 
Receptores purinérgicos 

La adenosina (ADO) interviene en la señalización de varias funciones biológicas, 

fisiológicas y patológicas actuando en 4 receptores diferentes: A1, A2A, A2B y A3 (110). Los 

receptores A1 y A2A parecen ser los que tienen un papel más importante en la regulación de 

la función cardíaca, aunque también regulan la función vascular. En cambio, los receptores 

A2B y A3 parecen tener su papel en la regulación de la función vascular (111). La activación 

de los receptores A1 produce un efecto cronotrópico e inotrópico negativo (112).  

En cuanto a los receptores A2A, estudios previos de nuestro laboratorio demostraron 

que la aurícula derecha humana expresaba receptores A2A, y que su estimulación inducía un 
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aumento de liberaciones espontáneas de calcio del RS mediado por PKA (113). Por otro 

lado, algunos estudios documentaron que niveles elevados de ADO durante un proceso 

isquémico podrían contribuir al inicio de la FA (114). De acuerdo con esto, otro estudio de 

nuestro laboratorio demostró que los pacientes con FA presentaban una mayor expresión de 

receptores A2A, sugiriendo que podría ser un mecanismo que indujese la arritmia a través del 

aumento de las liberaciones espontáneas de calcio del RS por encima del nivel basal. Además, 

también se observó un cambio en la señalización de los A2A en pacientes sin FA pero con 

dilatación auricular similar a la remodelación que presentan los pacientes con riesgo de FA, 

sugiriendo que los cambios en la expresión de A2A que influyen en la regulación del calcio 

podrían preceder a la FA (5).  

 

 
 

MECANISMOS FISIOPATOLÓGICOS Y FACTORES 

ETIOLÓGICOS PARA EL DESARROLLO DE FIBRILACIÓN 

AURICULAR 

En cuanto a los mecanismos fisiopatológicos que desencadenan la FA, primero 

debemos conocer que el ritmo cardíaco normal muestra una descarga de impulsos rítmicos 

regulares en el nodo SA, seguido de la activación auricular y ventricular. Cualquier alteración 

en la formación o conducción de este impulso puede producir arritmias cardíacas (115). 

Entre los principales mecanismos fisiopatológicos para el desarrollo de FA que iremos 

desarrollando a continuación, encontramos: la actividad ectópica focal, la presencia de 

sustratos de reentrada eléctrica funcionales y la presencia de sustratos de reentrada eléctrica 

físicos.   

 

Mecanismos arritmogénicos 

Actividad ectópica 

En la Figura 8 tenemos representados los mecanismos que pueden producir 

actividad ectópica focal en la aurícula: automaticidad auricular, DADs y despolarizaciones 

espontáneas de membrana tempranas (EADs).  
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Como ya se ha desarrollado anteriormente, las células auriculares normales presentan 

un Vm de reposo de -80 mV, y al producirse la despolarización se vuelve muy positivo. 

Después, gracias a diferentes fases de repolarización, vuelven al Vm de reposo en el que 

permanecen hasta el siguiente PA (116).  

 

Figura 8. Mecanismos celulares que contribuyen a la aparición de focos ectópicos. A) El registro 

en negro corresponde con los PA normales en las células auriculares, y el registro en rojo corresponde 

con la actividad automática auricular anormal resultado de una despolarización diastólica espontánea que 

llega al umbral de descarga y desencadena un PA. B) DADs: despolarizaciones espontáneas de la 

membrana anormales después de la repolarización completa. C) EADs: despolarizaciones espontáneas de 

la membrana anormales que se producen antes de que se haya completado la repolarización. D) Se 

muestran los principales mecanismos que contribuyen a la generación de DADs. Tomada de “Recent 

advances in the molecular pathophysiology of atrial fibrillation” por Wakili R, Voigt N, Kääb S, Dobrev 

D and Nattel S. 2011, Journal of Clinical Investigation, 121, p.2957 (116).   

La actividad automática se da cuando hay un aumento en el tiempo de 

despolarización. Esto puede producirse por las corrientes de entrada de Na+ o Ca2+ 

(aumentando las cargas positivas en el interior de la célula), o cuando hay una disminución 

de la corriente de repolarización producida por la salida de iones K+ (disminuyendo las cargas 

positivas que salen del interior de la célula).  En estos casos será más fácil alcanzar el umbral 

de descarga y que se produzca actividad automática. Si la descarga automática se produce 

antes del latido normal (sinusal), resulta en una activación ectópica auricular (116).  
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Las DADs (Figura 8B-D) son unos de los mecanismos más importantes en la 

aparición de arritmias auriculares focales. Cuando el calcio entra a la célula a través de los 

Cav1.2 durante la fase de meseta del PA, se desencadena una liberación de calcio del RS a 

través del RyR2. Esta liberación de calcio sistólica es la responsable de la contracción 

cardíaca. Durante la relajación cardíaca diastólica, la repolarización de la célula se produce 

cuando el calcio se elimina del citosol por SERCA2a y NCX-1.  Las DADs son el resultado 

de una liberación espontánea de calcio del RS durante la fase diastólica, después de la 

repolarización (117). Parte del calcio liberado espontáneamente, será expulsado a través de 

NCX-1 intercambiando 1 ion de Ca2+ por 3 de Na+, creando una corriente de entrada 

transitoria o ITI de una carga positiva por cada ion de Ca2+ que da lugar a una DAD. Las 

DADs con una amplitud suficientemente grande para alcanzar el umbral de descarga de los 

canales de Na+, generaran focos ectópicos. Si las DADs se producen de forma repetitiva es 

fácil que se produzcan taquicardias auriculares.  

Las liberaciones espontáneas de calcio del RS pueden ser resultado de una sobrecarga 

de calcio en el RS o de una disfunción del RyR2. La excesiva fosforilación del RyR2 hace que 

aumente su probabilidad de apertura, y que por tanto haya más posibilidad de que se 

produzcan liberaciones espontáneas capaces de inducir arritmias. Por otro lado, la pérdida o 

disfunción de CSQ-2, también hace que los RyR2 liberen calcio con más facilidad (118). 

Una prolongación excesiva de la duración del PA, hace que los canales de calcio 

tengan tiempo de recuperarse de su inactivación y permite que se pueda dar otra corriente 

de entrada de Ca2+ durante el PA, lo que produciría un EAD (Figura 8C). La producción de 

EADs hace que aumente el umbral de descarga de las células adyacentes, permitiendo que 

estas se despolaricen y se produzca un foco de actividad ectópico (119).  

 

Mecanismos de reentrada 

Para que se produzca un fenómeno de reentrada eléctrica tiene que haber un sustrato 

vulnerable a este fenómeno en el tejido. Los sustratos vulnerables de reentrada pueden estar 

causados por alteraciones electrofisiológicas o por un remodelado estructural del tejido.  

El tejido cardíaco presenta un periodo refractario, que hace referencia al intervalo 

después del último PA en el que el tejido es inexcitable y que depende de la duración del PA. 

Si nos fijamos en la Figura 9A-C, se muestra un latido prematuro que surge en el punto “i”. 

Este impulso es conducido hacia el punto “ii” que ya no se encuentra en periodo refractario, 
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de forma que sigue su camino hacia el punto “iii”. Pero al llegar al punto “iii” la conducción 

se bloquea porque todavía se encuentra en periodo refractario, de forma que no se produce 

el fenómeno de reentrada. En condiciones normales, el tiempo de conducción desde el punto 

“i” al punto “iii” es más corto que el periodo refractario, por ello no se perpetuará este 

impulso (Figura 9A).  

 

Figura 9. Factores electrofisiológicos que promueven el fenómeno de reentrada. A) 

Tejido auricular normal que no permite que se produzca el fenómeno de reentrada. B) Fenómeno de 

reentrada producido por un acortamiento del periodo refractario. C) Fenómeno de reentrada producido 

por una conducción lenta. Adaptada de “Recent advances in the molecular pathophysiology of atrial 

fibrillation” por Wakili R, Voigt N, Kääb S, Dobrev D and Nattel S. 2011, Journal of Clinical Investigation, 

121, p.2958 (116).   

En cambio, en la Figura 9B podemos ver que cuando se produce una disminución 

de la duración del PA, el periodo refractario también se ve reducido. Esto hará que se restaure 

la excitabilidad antes y que al llegar el impulso al punto “iii” se produzca una reentrada en el 

circuito y se perpetúe en el tiempo. Por otro lado, en la Figura 9C se puede apreciar que la 

reducción en la velocidad de conducción del impulso, sin necesidad de un acortamiento en 

la duración del PA, también puede favorecer el mecanismo de reentrada. Una velocidad lenta 

de conducción del impulso proporciona un tiempo adicional para que se acabe el periodo 

refractario en la región “iii”, y que por lo tanto al llegar a esta zona el tejido sea excitable y se 

desencadene el mecanismo de reentrada (116).  

En la Figura 10 se muestra un sustrato vulnerable de reentrada físico debido a un 

remodelado estructural. La dilatación auricular junto a la presencia de tejido fibrótico hace 
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que las vías de conducción se alarguen y que por lo tanto la conducción de los impulsos por 

estas sea más lenta. Estas remodelaciones del tejido ponen barreras a la conducción que 

favorecen la iniciación y mantenimiento de múltiples circuitos de reentrada irregulares que 

perpetúan la FA (120).   

 

 

Figura 10. Remodelado estructural del tejido que promueve el fenómeno de reentrada. Diferentes 

condiciones cardíacas producen sustratos estructurales de reentrada caracterizados por fibrosis y dilatación 

auricular. Adaptada de “Recent advances in the molecular pathophysiology of atrial fibrillation” por Wakili 

R, Voigt N, Kääb S, Dobrev D and Nattel S. 2011, Journal of Clinical Investigation, 121, p.2958 (116).   

 

 

Factores etiológicos 

Para comprender mejor la enfermedad, debemos tener en cuenta los principales 

factores etiológicos (enfermedades cardíacas, factores extracardíacos y determinantes 

genéticos), y estudiar como pueden éstos influir y desencadenar los principales mecanismos 

fisiopatológicos (actividad ectópica, sustratos de reentrada funcionales y sustratos de 

reentrada físicos) para el desarrollo de FA. En la mayoría de los pacientes, la aparición de 

esta arritmia es el resultado de la contribución de múltiples factores que actúan de forma 

simultánea.   

El 70% de los casos están asociados a enfermedades cardíacas (121). La edad es uno 

de los factores de riesgo más importantes, mayoritariamente debido al remodelado 

estructural que se produce (122,123). El fallo cardíaco congestivo, la hipertensión, las 

alteraciones en las válvulas cardíacas y las enfermedades coronarias son factores que 

contribuyen de forma habitual (123). Hay otros factores predisponentes menos comunes 

como la pericarditis/miocarditis, los mixomas auriculares y la cardiomiopatía hipertrófica.  
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Por otro lado, tenemos factores extracardíacos que también contribuyen a la 

aparición de FA. Entre ellos, encontramos el consumo excesivo habitual de alcohol (124), el 

hipertiroidismo (125), la apnea del sueño, la obesidad (126) y el tono del sistema nervioso 

autónomo (127).    

 

 
Variantes genéticas que pueden afectar a la homeostasis del calcio y 

predisponer a la aparición de fibrilación auricular 

Excepto mutaciones puntuales en los genes que codifican para diferentes canales 

iónicos que se han asociado a la FA familiar, que solamente explican una minoría de los casos 

de FA (<10%)(9,128,129), se desconocían los factores genéticos que podían influir en la 

aparición de FA. Gracias a estudios recientes de GWAS la información sobre la 

predisposición genética a padecer FA ha aumentado exponencialmente. Así, se ha 

relacionado la FA con diferentes locus de SNPs en las regiones cromosómicas 4q25, 1q21 y 

16q22, entre otras (11,130). Meta-análisis más recientes han ampliado el número de variantes 

de riesgo (10,131–135).  Aún así, todavía queda mucho trabajo por delante para determinar 

qué mecanismos fisiopatológicos están detrás de todos los SNPs que se han asociado a la 

FA.  

El odds ratio (OR) del riesgo que confiere tener un SNP está entre 1.2 y 1.7. Sin 

embargo, estos SNP son relativamente comunes entre la población, y dado que ya se conocen 

más de 100 variantes hay un número elevado de individuos que son portadores de varios 

alelos de riesgo, por lo que se podría esperar que en estos casos el OR fuese superior (10). 

Estos estudios nos han proporcionado un punto de partida muy importante a partir del cual 

podemos estudiar los mecanismos moleculares que están detrás de esta asociación. Además, 

es importante que también se valore la interacción que puede haber entre las variantes, para 

poder entender mejor los mecanismos claves en el desarrollo de la FA e identificar las 

combinaciones de variantes con OR más elevados.  

 

Variantes de la región cromosómica 4q25  

En la región 4q25, los SNPs relacionados con la FA están localizados en una región 

intergénica en la que no se conoce ningún gen. Esto sugiere que su efecto podría estar 

mediado por genes próximos. Entre ellos, el gen candidato más próximo es PITX2 que 



INTRODUCCIÓN 
 

66 
 

codifica para un factor de transcripción crucial durante el desarrollo cardíaco. El factor de 

transcripción Pitx2c está involucrado en la determinación de la asimetría izquierda-derecha 

del corazón (136,137). Además, PITX2c suprime la formación del nodo SA en la aurícula 

izquierda durante el desarrollo, y también es crucial para la formación del miocardio de la 

vena pulmonar (138,139).   

Un estudio reciente con ratones Pitx2c knock-out sometidos a una estimulación 

programada, ha mostrado que los ratones adultos presentan mayor incidencia de arritmias 

auriculares. Estudios de microarrays e “in situ” apuntan a que PITX2c está involucrado de 

forma directa, junto a otros genes, en la formación del nodo SA (140). Por otro lado, el rol 

de PITX2 en el desarrollo de la aurícula izquierda y las venas pulmonares encaja con los 

hallazgos de algunos estudios, en los que se demuestra que el inicio de la FA paroxística en 

algunos casos viene dado por focos ectópicos originados en el miocardio de la vena pulmonar  

(141). Esto ha llevado a que cada vez sea más frecuente el aislamiento de venas pulmonares 

como tratamiento de FA (142).   

Por ello, se postuló que la disfunción de PITX2c podría ser responsable del desarrollo 

de FA (130). Estudios de diferentes laboratorios, incluido el nuestro, evidencian que la 

pérdida de función de PITX2c predispone a la arritmogénesis auricular (140,143,144) y 

provoca alteraciones en la homeostasis del calcio (145).   

Aunque se han identificado muchos SNPs, parece que las variantes arritmogénicas 

más importantes están localizadas en 4q25 (12), y se ha descrito que algunas de ellas 

aumentan el riesgo de tener FA recurrente después de la ablación por catéter (146,147), así 

como pueden afectar al efecto de los tratamientos antiarritmogénicos (148).  

Además, un estudio de nuestro laboratorio demostró que los portadores de la 

variante de riesgo rs13143308T presentaban un aumento en la expresión de SERCA2a y un 

aumento de la fosforilación del RyR2 en el residuo ser2808 respecto a la variante normal 

rs13143308G. Esta modificación en las proteínas reguladoras del calcio en pacientes 

portadores de la variante de riesgo, tuvo como resultado un incremento en la frecuencia de 

liberaciones espontáneas de calcio, ITIs y DADs, lo cual podría desencadenar actividad 

eléctrica espontánea e inducir la aparición de FA (13). 
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 Variantes de la región cromosómica 1q21 

 También se han identificado variantes localizadas en la región 1q21 que parecen estar 

asociadas a mayor riesgo de padecer FA. El SNP rs13376333 está en el intrón 1 del gen 

KCNN3 (149) que codifica para los canales SK3, también conocidos como KCa2.3. 

Se conocen 3 isoformas de canales SK (SK1-3), codificados por la familia de genes 

KCNN, y las 3 se han identificado en el corazón de humanos y ratones (150,151). Sin 

embargo, se ha visto que la expresión de canales SK en humano es mayor en células 

auriculares que en ventriculares, y que la expresión de SK2 y SK3 en aurícula es mayor que 

la de SK1 (152).  

En un modelo de conejo de estimulación en ráfaga, el bloqueo farmacológico de 

estos canales resultó en una inhibición de la estimulación inducida y un acortamiento de la 

duración del PA de las aurículas y venas pulmonares (153). El acortamiento de los PA 

auriculares, hace que se reduzca el periodo refractario de los miocitos, predisponiendo el 

desarrollo y mantenimiento de la FA (119). A pesar de esto, en este modelo no se detectó un 

cambio en la expresión de KCNN3. Sin embargo, sí que se vio un incremento en la expresión 

de KCNN2 (153). El enlace funcional de estos 2 canales podría explicarse por el co-

ensamblaje heteromultimérico formado por complejos de KCNN2 y KCNN3 (154). Este 

co-ensamblaje puede ser importante, ya que se ha visto en ratones que cuando hay un 

incremento en la expresión de KCNN2 se produce una alteración de la duración del PA, 

afectando a las células marcapasos así como a la actividad espontánea (155), y aumentando 

la presión arterial (156).  

Por esta razón, el KCNN3 es un potencial candidato de estar involucrado en la 

fisiopatología de la FA, y podría ser una interesante diana terapéutica para el tratamiento de 

esta enfermedad. Se ha demostrado en varios modelos animales que la inhibición de los 

canales de la familia SK puede ayudar a acabar con la FA y a proteger contra la aparición 

recurrente de esta (157).  

 

Otras variantes de riesgo asociadas a la FA  

En estudios de GWAS realizados entre 2007 y 2018 se identificaron muchos nuevos 

loci relacionados con la FA (12,130–134,149). Uno de los hallazgos importantes fue la 

identificación del locus TTN que codifica para la titina, una proteína esencial para la 

estructura de los sarcómeros del tejido muscular. Su expresión en el corazón es muy elevada, 
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tanto en aurículas como ventrículos. Por eso, una disfunción de la titina podría alterar la 

estructura de los cardiomiocitos (158).  

Por otro lado, otro hallazgo interesante fue el descubrimiento de variantes localizadas 

en loci del gen KCNN2, que codifica para los canales de K+ activados por Ca2+, 

concretamente para la isoforma SK2. Los SK2 pueden formar complejos con SK3, 

codificados por el gen KCNN3 asociado previamente a FA en estudios de GWAS anteriores 

(149). Varios grupos están desarrollando bloqueantes de los canales SK2 como potencial 

tratamiento para la FA (159–161).  

Finalmente, Roselli et al. (134) apuntan al gen SCN5A que codifica para los canales 

de Na+ más importantes en el tejido cardíaco, así como al gen KCNH2 que codifica para una 

subunidad del canal de K+, como objetivos primarios de los antiarrítmicos que ya se utilizan 

y tienen como mecanismo principal el bloqueo de estos canales.  

En conclusión, el descubrimiento de estas nuevas variantes genéticas proporciona 

una visión optimista en el desarrollo de nuevas opciones terapéuticas para tratar la FA, ya 

que muchos de los genes identificados pueden ser una potencial diana farmacológica.  
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 Aunque algunos estudios de GWAS han relacionado varios SNPs a un mayor riesgo 

de presentar FA, los mecanismos que están detrás de cada uno de ellos todavía son 

desconocidos. Por otro lado, varios estudios han demostrado que factores como tener 

enfermedad en la válvula mitral, la edad o la función del ventrículo izquierdo pueden afectar 

a la homeostasis intracelular del calcio y a la actividad eléctrica en miocitos auriculares 

humanos. Sin embargo, aunque hay estudios que demuestran que la epidemiología de la FA 

es diferente entre hombres y mujeres, sólo se ha analizado el efecto del sexo sobre la 

homeostasis intracelular del calcio en modelos animales.  

Por tanto, la hipótesis de este estudio postula que la asociación específica de 

los diferentes SNPs con mecanismos moleculares y consecuencias electrofisiológicas 

concretas podría ser utilizada como biomarcador para la prevención del desarrollo de 

FA, así como para el tratamiento personalizado de pacientes teniendo en cuenta el 

efecto del sexo.  

 

Para estudiar esta hipótesis, se han propuesto los siguientes objetivos: 

i Profundizar en los mecanismos moleculares que alteran la homeostasis del calcio en 

los portadores de múltiples variantes de riesgo de la región 4q25.  

i Investigar el efecto que tienen las variantes de riesgo de la región 1q21 sobre la 

corriente SK3 y la actividad eléctrica, así como la influencia de la homeostasis del 

calcio sobre la corriente SK3 en miocitos auriculares humanos.  

i Analizar las posibles interacciones que se pueden dar entre las diferentes variantes de 

riesgo 4q25 y 1q21, y cómo afectarían estas a la función de los miocitos auriculares 

humanos.  

i Determinar la influencia del sexo en la homeostasis intracelular del calcio en 

pacientes con FA.  
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OBTENCIÓN Y AISLAMIENTO DE MIOCITOS AURICULARES 

HUMANOS 

Obtención de tejido auricular humano  

Las muestras de tejido auricular se obtuvieron de pacientes sometidos a cirugía 

cardíaca en la Unidad de Cardiología y Cirugía Cardíaca del Hospital de la Santa Creu i Sant 

Pau de Barcelona. Concretamente, las muestras se extraen previamente a la canulación de la 

aurícula derecha en operaciones que requieren circulación extracorpórea. De otra forma, este 

trozo de tejido sería descartado durante la operación. El permiso para la utilización de este 

tejido se obtiene de cada paciente. El estudio está aprobado por el Comité Ético de 

Investigación Clínica de la Fundació de Gestió Sanitària del Hospital de la Santa Creu i Sant 

Pau de Barcelona (Código: AF-RISK_2015, adjunto en el Anexo II).  

Para asegurar la calidad de las muestras y los resultados, estas se transportaron al 

laboratorio con la mayor brevedad posible en solución Tyrode sin Ca2+, oxigenada y fría, a la 

que añadimos monoxima-2,3-butenodiona (BDM) 30mM para impedir el consumo de 

energía y la contracción celular. La composición de la solución Tyrode está descrita 

posteriormente en la Tabla 1.  

 

 

Aislamiento de cardiomiocitos auriculares humanos 

Los miocitos auriculares humanos se aislaron siguiendo un protocolo establecido por 

el laboratorio. El tejido se limpió y se cortó en pequeños trozos (de 1 x 1 mm 

aproximadamente) que se introdujeron en una solución Tyrode sin Ca2+ con colagenasa 

1.2mg/ml (Worthington type 4, 300 U/mg), proteinasa 0.30 mg/ml (Sigma type XXIV, 11 

U/mg) y BSA (2mg/ml) y se incubaron a 37ºC durante 25 minutos. Tras la primera digestión, 

las células se disociaron removiendo los trozos de tejido en solución Tyrode sin Ca2+ con 

ayuda de una pipeta Pasteur. El tejido restante volvió a ponerse 4-5 veces más durante 15 

minutos, esta vez en una solución enzimática fresca que contenía colagenasa 0.7mg/ml y 

BSA (2mg/ml) a 37ºC para continuar con su digestión. El calcio extracelular se incrementó 

gradualmente hasta llegar a una concentración de 600 µM. Sólo las células alargadas, estriadas 

y sin granulación fueron utilizadas para realizar los experimentos. 
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Tabla 1. Composición de la solución utilizada para realizar el aislamiento de cardiomiocitos 

auriculares humanos. 

 

El rendimiento del aislamiento de miocitos a partir de muestras auriculares humanas 

es variable, por lo que no se llevan a cabo todos los protocolos experimentales en todos los 

pacientes. Tal como se muestra en la Figura 1, las muestras de tejido de tamaño pequeño se 

congelan inmediatamente y se utilizan posteriormente para realizar análisis mediante la 

técnica de western-blot. Las muestras de tamaño mediano se utilizan para llevar a cabo el 

aislamiento de miocitos. Si el rendimiento de miocitos obtenidos es bajo, se utilizan para 

realizar técnicas de patch-clamp. En cambio, si el rendimiento es elevado, los miocitos 

obtenidos se utilizan para realizar las técnicas de inmunofluorescencia y calcium imaging. 

Cuando el tamaño del tejido es grande, una parte se congela inmediatamente y la otra se 

utiliza para realizar el aislamiento celular.  

 
 

 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

Figura 1. Diagrama de flujo del procesamiento de tejido auricular humano. Creado con 

Biorender.com 

SOLUCIÓN COMPOSICIÓN 

Tyrode sin Ca2+ 

88 mM sucrosa, 88 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 4 

mM NaHCO3, 0.3 mM NaH2PO4, 1.1 mM 

MgCl2, 10 mM HEPES, 20 mM taurina, 10 mM 

glucosa, 5 mM piruvato sódico. 

El pH se ajusta a 7.4 con NaOH 1N a 

temperatura ambiente. 
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MEDICIONES ELECTROFISIOLÓGICAS 

Las corrientes iónicas fueron medidas con la técnica de patch-clamp (Figura 2) en la 

configuración de célula entera, utilizando un amplificador EPC-10 (HEKA Elektronik, 

Germany). Los experimentos de patch-clamp se realizaron a temperatura ambiente.  

Primero, se preparó una placa de Petri con la solución extracelular correspondiente 

en función de la técnica y los protocolos que tuviésemos que realizar (ver composición en la 

Tabla 2), y se añadió BSA para formar una película al fondo de la placa que evitase la 

adhesión de los miocitos a la placa. Después de limpiar la placa con solución extracelular, se 

pusieron unas gotas de la solución que contenía las células en suspensión y esperamos a que 

los cardiomiocitos sedimentaran al fondo de la placa.  

Seguidamente se fabricó una pipeta de cristal con un estirador de pipetas, cuya 

resistencia debía estar entre 1.2-1.6 MΩ, aunque la resistencia óptima varía dependiendo del 

tipo de célula con la que vayamos a hacer el experimento. Para realizar experimentos de patch-

clamp con la configuración de célula perforada, la pipeta se rellenó con solución intracelular 

que contenía amfotericina (250µg/ml). Esta última se encarga de la formación de poros en 

la membrana celular que se encuentra dentro de la micropipeta, permitiendo el paso de iones 

monovalentes y el control del potencial de membrana.  

 

Figura 2. Esquema de la técnica de patch-clamp.  A) Esquema de la técnica de patch-clamp. 1: 

Microscopio con mesa anti-vibratoria; 2: Micromanipulador motorizado; 3: Amplificador HEKA; 4: placa 

de Petri con solución extracelular, en la que encontramos (de izquierda a derecha) el sistema de perfusión, 

el electrodo de referencia y la micropipeta. B) Ampliación de la zona marcada con línea discontinua en el 

panel A. Se muestra una imagen de un cardiomiocito adherido a la micropipeta de patch-clamp. La sombra 

que se aprecia a la izquierda se corresponde con una parte de los capilares del sistema de perfusión. 
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Una vez fabricada, la pipeta se introdujo en el baño, se situó muy próxima a la célula 

con un micromanipulador motorizado y se atrajo hacia la pipeta mediante la aplicación de 

presión negativa. Esto hizo que se formara un sello entre la membrana celular y la pipeta, 

aumentando la resistencia de 2-5 MΩ a 2-20 GΩ. Una vez capturada la célula, se situó delante 

de un sistema de perfusión que contenía solución extracelular, mediante el cual las células 

pudieron perfundirse con los fármacos deseados en función del protocolo experimental a 

realizar. Los protocolos experimentales realizados en esta tesis se iniciaron una vez que la 

resistencia de acceso fue estable e inferior a 20 MΩ, parámetro que nos indicó que se había 

obtenido una perforación satisfactoria de la membrana. 

 

Tabla 2. Composición de las diferentes soluciones utilizadas para realizar los experimentos de 

patch-clamp en sus distintas configuraciones. 

SOLUCIÓN COMPOSICIÓN 

Medio extracelular para voltage-clamp 

127 mM NaCl, 5 mM TEA, 4 mM NaHCO3, 

0.33 mM NaH2PO4, 2 mM CaCl2, 1.8 mM 

MgCl2, 10 mM HEPES, 10 mM glucosa, 5 mM 

piruvato sódico. 

El pH se ajusta a 7.4 con NaOH 1N a 

temperatura ambiente. 

Medio intracelular para voltage-clamp 

(Perforated patch) 

109.2 mM DL-Ácido aspártico (no K+ salt). 

CsOH hasta que se disuelva, 46.8 mM CsCl, 3 

mM Mg2ATP, 1mM MgCl2, 5 mM Na2PC, 0.42 

mM LiGTP, 10 mM HEPES. 

El pH se ajusta a 7.2 con CsOH 1N a 

temperatura ambiente. 

Medio extracelular para current-clamp 

132 mM NaCl, 4 mM KCl, 4 mM NaHCO3, 

0.33 mM NaH2PO4, 2 mM CaCl2, 1.6 mM 

MgCl2, 10mM HEPES, 5 mM glucosa, 5 mM 

ácido pirúvico. 

El pH se ajusta a 7.4 con NaOH 1N a 

temperatura ambiente 

Medio intracelular para current-clamp 

(Perforated patch) 

109.2 mM DL-Ácido aspártico (K+ salt), 47 mM 

KCl, 3 mM Mg2ATP, 1 mM MgCl2, 5 mM 

Na2PC, 0.42 mM LiGTP, 10 mM HEPES. 

El pH se ajusta a 7.2 con KOH 1N a 

temperatura ambiente. 
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Medición de la corriente de calcio tipo L  

El registro de la ICa se obtuvo utilizando la técnica de fijación de voltaje (voltage-clamp) 

perforado, en la configuración de célula entera. En esta técnica se utilizaron soluciones intra 

y extracelulares en las que se substituye el K+ por Cs+ para bloquear el flujo de iones K+ a 

través de los canales de potasio (ver composición en la Tabla 2).  

El protocolo para la medición de la ICa consiste en la inactivación de la corriente de 

Na+ (INa) con un prepulso de 50 ms, que lleva el potencial de membrana de -80 mV a -45mV. 

Seguidamente, se produce una despolarización de 200 ms a 0mV que induce la apertura de 

los canales de calcio, dando lugar a la ICa (Figura 3).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Protocolo de estimulación representativo en el que podemos ver el potencial de 

membrana aplicado al cardiomiocito y el registro de las correspondientes corrientes generadas. 

Las corrientes que se activan en cada parte del protocolo están indicadas como: INa (corriente de Na+), ICa 

(corriente de calcio tipo L), Itail (Ca2+ expulsado de la célula a través del intercambiador Na+/Ca2+). 

 

La amplitud de la ICa se midió como la diferencia entre el pico de la corriente de 

entrada y el valor de la corriente al final de los 200 ms de despolarización a 0 mV. Además, 

esta despolarización permitió medir la corriente de cola (Itail) producida por la expulsión de 

calcio de la célula a través del intercambiador NCX-1, desencadenada durante la 

repolarización de la célula a -80 mV.  
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Estas dos corrientes de entrada (ICa y Itail) representan el flujo de calcio que atraviesa 

la membrana. En la ICa entran 2 cargas positivas por ion de Ca2+ que atraviesa la membrana, 

mientras que en el caso de la Itail el NCX-1 hace que haya una carga neta de entrada por ion 

de Ca2+ que se expulsa, asumiendo que por cada ion de Ca2+ expulsado entran 3 iones de 

Na+.  

 

Determinación de la relación intensidad-voltaje (I-V) para la ICa 

Para estudiar la relación I-V para la ICa, la célula se despolarizó a potenciales de 

membrana entre -40 y +50 mV durante 200 ms, precedido por un pre-pulso de 50 ms a -45 

mV para inactivar la INa (Figura 4).  

 

Figura 4. Relación intensidad-voltaje de la ICa. A) Protocolo de estimulación representativo a 

diferentes potenciales de membrana (desde -40 mV a +50 mV). B) El gráfico obtenido que nos muestra 

la relación I-V. C) Registros representativos de las ICa registradas a los potenciales que se indican en la 

parte superior. Los * marcan los picos de ICa.  

 

Determinación de la inactivación de la ICa 

Para medir la velocidad de inactivación de los canales de calcio, lo que es equivalente 

a la fase de desaparición de la ICa., se calcularon las constantes de tiempo para su desaparición 

y se ajustaron con una doble exponencial. De esta forma obtuvimos una constante de tiempo 
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para la inactivación rápida (tau-1) y una constante de tiempo para la inactivación lenta (tau-

2) (Figura 5).  

y (x) = y0 + ampl1 * exp (-x / tau1) + ampl2 * exp (-x / tau2) 

 

 

 

 

 

Figura 5. Desaparición de la ICa. Inactivación de la ICa donde podemos ver las constantes de inactivación 

dependientes del tiempo Tau-1 (rápida) y Tau-2 (lenta) en la fase de desaparición de la ICa. 

 

Por otro lado, para evaluar la dependencia de la inactivación de los canales de calcio 

al voltaje aplicado, se realizó un protocolo con pre-pulsos a diferentes potenciales de 

membrana (de -50 mV a 0 mV) previamente al pulso de estimulación (0 mV) para evaluar 

cambios en la ICa (Figura 6).  Se utilizó la ecuación de Boltzman para determinar el voltaje 

necesario para inactivar el 50% de la ICa.  

 

 

Figura 6. Inactivación de la ICa dependiente de voltaje. A) Protocolo de estimulación. B) Los registros 

de ICa representativos se obtuvieron en la segunda despolarización a 0 mV después de los prepulsos a los 

diferentes potenciales de membrana que se indican en el protocolo, y se normalizaron a la amplitud de la 

ICa registrada después de un prepulso de -50 mV. El voltaje de cada prepulso está indicado para cada 

registro. El gráfico voltaje-dependiente de la inactivación de la ICa normalizada al pico máximo (-50 mV) 

se muestra debajo de los registros de corriente. 

Tau-2

Tau-1
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Determinación de la recuperación de la inactivación de la ICa 

Para determinar el tiempo necesario para la total recuperación de los canales de calcio 

después de la inactivación debido al pulso de despolarización a 0 mV, utilizamos un 

protocolo con intervalos de tiempo crecientes (de 50 a 600 ms) antes de una segunda 

despolarización para desencadenar la ICa mostrada en la Figura 7.  

 

Figura 7. Recuperación de ICa de la inactivación. A) Los registros de ICa representativos (I2) se 

generaron como resultado de un segundo pulso de despolarización a diferentes tiempos (indicado en la 

parte superior de cada registro) desde el primer pulso de estimulación. Los registros I2 se normalizaron a 

la amplitud de la ICa generada por el primer pulso de estimulación (I1). B) A la izquierda se muestra el 

protocolo de estimulación representativo, y a la derecha el gráfico de recuperación de ICa de la inactivación 

normalizado al pico del primer pulso (I1).  

 

 

Determinación del contenido de calcio del RS y de las liberaciones 

espontáneas de calcio 

Para calcular el calcio acumulado en el RS de las células, estas se perfundieron de 

forma rápida y transitoria (5-10s) con 10 mM de cafeína. Ésta última, actúa abriendo los 

RyR2, liberando el contenido de calcio del RS al citosol, que a continuación será expulsado 

de la célula a través de NCX-1. La cantidad de calcio liberado por el RS se expresa en amoles 
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(10-18 mol), y se calculó a partir de la integral de la corriente de entrada que se genera por el 

intercambio Na+/Ca2+ (INCX) inducida por cafeína, asumiendo una estequiometria de 3 Na+: 

1 Ca2+ del NCX (Figura 8A).  

Además, también se registraron los ITI inducidos por la liberación espontánea de 

calcio del RS en miocitos con el potencial de membrana fijado de -80 a -50 mV durante 

intervalos de 30 s (Figura 8B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Corriente de entrada transitoria generada por la aplicación de cafeína o la liberación 

espontánea de calcio. A) La exposición de la célula a 10 mM de cafeína genera una corriente de entrada 

como la que se muestra en la parte superior de este panel. La integral de la corriente generada se muestra 

en la parte inferior del panel. B) Corrientes espontáneas de entrada inducidas por la liberación espontánea 

de calcio del RS registradas con el potencial de membrana fijado a -80 mV. 

 

 

Determinación de la corriente SK sensible a apamina 

La determinación de la corriente SK sensible a apamina realizada en el Capítulo III 

se llevó a cabo utilizando la técnica de patch-clamp en su configuración de célula perforada en 

miocitos auriculares humanos. Concretamente, para realizar estos experimentos se utilizó la 

técnica de current-clamp con las soluciones extra e intracelular específicas para current-clamp. La 

solución intracelular contiene K+, necesario para poder determinar la corriente SK producida 

por los canales SK3. Para valorar esta corriente, inicialmente se realizó un protocolo IV-ramp 

en la configuración de voltage-clamp para determinar la relación I-V. Este protocolo consiste 
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en la aplicación de un voltaje controlado que cambia gradualmente y a un ritmo constante, a 

la vez que la corriente también se registra de forma continua. Se calculó la relación I-V en 

control, y posteriormente las células se perfundieron con apamina (100 nM), un bloqueador 

selectivo de los canales SK3. De esta forma, restando la corriente registrada tras la aplicación 

de apamina a la corriente registrada en situación control se obtuvo la corriente sensible a 

apamina, que nos proporcionó información de la corriente neta generada por los canales 

SK3. Además, se realizaron 3 protocolos I-V (IV-step, IV-ramp y IV-ramp inverso) y se 

compararon para comprobar si diferían mucho entre ellos (Figura 9). Finalmente, se decidió 

utilizar el protocolo IV-ramp, ya que los protocolos no diferían mucho entre ellos y era el 

protocolo en el que disponíamos de más pacientes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Comparación de las curvas I-V en los diferentes protocolos. Las curvas IV de la gráfica se 

registraron en las mismas 9 células con diferentes protocolos, siendo IV-step el azul, IV-Ramp el rojo y 

IV-Ramp inverso el gris.   

 

 

Determinación de despolarizaciones espontáneas de membrana en 

reposo y bajo estimulación eléctrica 

Los potenciales de membrana de reposo se midieron con la configuración de fijación 

de corriente (current-clamp), utilizando medios intra y extracelular que contienen K+ (ver su 

composición en la Tabla 2).  
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En esta configuración, la intensidad de la corriente inyectada (Ih) se modificó para 

determinar la amplitud y frecuencia de las despolarizaciones espontáneas de membrana a 

diferentes potenciales de membrana de reposo (entre -80 y -60 mV). Los resultados de 

eventos grabados se agruparon en 3 intervalos: de -85 a -75 mV; de -75 a -65 mV; y >-65 

mV. 

De la misma forma, la Ih se cambió para conseguir un potencial de reposo de -80 mV 

y poder evaluar la amplitud y la frecuencia de las despolarizaciones espontáneas de membrana 

a diferentes frecuencias de estimulación (0.5, 1. 1.3 y 2 Hz), evitando así un posible factor de 

confusión debido a las diferencias en el potencial de membrana de reposo que presentan las 

células.  

 

 

 

 

 
 

 

Figura 10. Protocolo representativo para medir las despolarizaciones espontáneas de la 

membrana. En la parte superior podemos ver la corriente de mantenimiento (Ih) para llevar el potencial 

de membrana a diferentes voltajes. Los registros de las despolarizaciones de membrana se muestran en la 

parte inferior.  

 

En los miocitos utilizados para realizar los experimentos de current-clamp, también se 

midió la frecuencia de ITI a potenciales entre -80 y -60 mV cambiando a la configuración de 

voltaje-clamp.  

 

 

 

VISUALIZACIÓN DEL CALCIO INTRACELULAR POR 

MICROSCOPÍA CONFOCAL 

Se utilizó un microscopio confocal de rastreo resonante últra-rápido (Leica TCS SP5 

AOBS) para visualizar los cambios que se producían en el calcio citosólico en cada 

despolarización. Para ello, los cardiomiocitos se cargaron con un indicador de calcio 

fluorescente.  
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Concretamente, para medir la emisión fluorescente en verde se utilizó fluo-4 AM o 

CAL-520 AM. La concentración utilizada y el tiempo de incubación varió en función del 

indicador de calcio utilizado:  

- Fluo-4 AM. Se utilizó a una concentración de 2.5 µM y las células se cargaron durante 

20 minutos a temperatura ambiente. A continuación, se lavaron al menos durante 30 

minutos con solución extracelular fisiológica (ver composición en Tabla 3) antes de 

iniciar los experimentos.  

- CAL-520 AM. Se utilizó una concentración de 2 µM y las células se cargaron durante 

20 minutos. De la misma forma, se lavaron durante 30 minutos con solución 

extracelular fisiológica (ver composición Tabla 3).    

Tanto el Fluo-4 como el CAL-520 se excitan a 488 nm y la emisión de fluorescencia 

se recoge entre 500 y 650 nm. La fluorescencia emitida en el plano confocal de la célula 

reflejará el nivel de calcio en esta sección del miocito, permitiendo visualizar diferencias 

locales.  

Los miocitos aislados se cargaron y los experimentos se realizaron a temperatura 

ambiente. Las imágenes de fluorescencia se grabaron con un objetivo de 63x a una 

resolución de 512x150 píxeles y una frecuencia de muestreo de 90 Hz. 

 

 

Tabla 3. Composición del medio extracelular utilizado para realizar los experimentos de calcium 
imaging. 

 

 

SOLUCIÓN COMPOSICIÓN 

Medio fisiológico extracelular 

132 mM NaCl, 4 mM KCl, 4 mM NaHCO3, 

0.33 mM NaH2PO4, 2 mM CaCl2, 1.6 mM 

MgCl2, 10mM HEPES, 5 mM glucosa, 5 mM 

ácido pirúvico. 

El pH se ajusta a 7.4 con NaOH 1N a 

temperatura ambiente 
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Detección de calcium sparks  

Para analizar las propiedades, la distribución espacial y la frecuencia de las 

liberaciones espontáneas locales de calcio (calcium sparks) se utilizó un algoritmo 

(Spark_Simple) de procesamiento de imágenes de células vivas, hecho a medida en 

colaboración con el grupo ANCORA- Anàlisi i control del ritme cardíac de la Universitat 

Politècnica de Catalunya.  

Esta herramienta identifica potenciales candidatos de calcium sparks y sus propiedades 

temporales, espaciales y cinéticas. Seguidamente, filtra estos candidatos delimitando las 

dimensiones de los candidatos a sparks, así como la distancia mínima temporal y espacial 

entre sparks. La Figura 11 muestra un ejemplo de la detección que lleva a cabo el algoritmo 

de análisis.  

 

Figura 11. Ejemplo de la detección de calcium sparks y sus propiedades en un miocito auricular 

humano. A) Imagen de un miocito auricular humano donde se indica la distribución espacial de 6 calcium 

sparks (imagen superior, verde) divididos en 2 focos de sparks indicados con un círculo (imagen inferior, 

amarilla). B) Ejemplo de un spark, en el cual vemos indicadas las propiedades del spark determinadas por 

el algoritmo de detección, siendo: amp = la amplitud relativa máxima desde la línea basal; t2p=tiempo 

hasta el pico máximo; RoR= “rate of rise” o tasa de subida del spark; FDHM= duración a la mitad de la 

amplitud relativa del spark; tau=la constante de tiempo del ajuste de la desaparición; r2=el coeficiente de 

determinación del ajuste exponencial.  

 

Para ajustar los parámetros de filtrado del algoritmo, los candidatos a sparks sugeridos 

por el programa fueron inspeccionados manualmente y aceptados o rechazados como sparks 

válidos utilizando un subprograma de validación dentro del programa Spark_Simple. 

Después, los sparks aceptados que coincidían espacialmente dentro de un radio de 2 

μm, se consideraron de un mismo foco de sparks. Esto permitió la determinación de los focos 

de sparks, la densidad de focos y la frecuencia de sparks por foco.  
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TÉCNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA 

Tras el aislamiento de cardiomiocitos, algunas células se utilizaron para realizar la 

técnica de inmunofluoresencia para el marcaje de clústeres de RyR2, así como de su 

fosforilación en los residuos ser2808 o ser2814, y también para el marcaje de Cav1.2, CSQ-2 

y SK3.  

Una vez aisladas, las células se pegaron en placas que habían estado previamente 

incubadas con laminina durante al menos 2h a 37ºC. Una vez pegados, los miocitos se 

incubaron con solución control o con el tratamiento correspondiente, y posteriormente se 

fijaron con PBS- formalina 10%. A continuación, las células se incubaron con PBS-Glicina 

0.1M durante 10 minutos y consecutivamente con PBS/0.2% Tritón 100-X durante 15 

minutos para permeabilizar las células y permitir la entrada de los anticuerpos. Seguidamente, 

para bloquear los lugares de marcaje no específico, las células se incubaron con PBS/0.2% 

Tween 20/ Horse serum al 10% durante 30 minutos.  

Después de este paso, las células se incubaron con los anticuerpos primarios durante 

al menos 1h. Concretamente, los RyR2 totales y RyR2 fosforilados en el residuo de ser2808 

y ser2814 se marcaron con los anticuerpos primarios anti-RyR2 de ratón (1:1200; NR07, 

Calbiochem), anti-phospho-ser2808 de conejo (1:1200; A010-30, Badrilla), y anti-phospho-

ser2814 de conejo (1:1200; A010-31, Badrilla) respectivamente. Por otro lado, el Cav1.2 se 

marcó con un anti-Cav1.2 de cobaya (1:600; AGP-001, Alomone), la CSQ-2 se marcó con un 

anti-CSQ-2 (1:500; Ab-3516, Abcam) y los canales SK3 (y SK2) con un anti-SK2 de cabra 

(1:100; ab111939, Abcam), que no diferencia entre SK2 y SK3. Finalmente, se utilizaron los 

anticuerpos secundarios AlexaFluor 488 anti-ratón (1:2000; A21200, Molecular Probes), 

AlexaFluor 594 anti-conejo (1:1500; A11012, Molecular Probes), AlexaFluor 594 anti-cobaya 

(1:1000; A11076, Molecular Probes) y Alexa Fluor 594 anti-cabra (1:1000; A11058, Molecular 

Probes). Las células se incubaron con el anticuerpo secundario adecuado durante 1 h para 

marcar en verde los RyR2 totales y en rojo la fosforilación del RyR2 en el residuo ser2808 o 

ser2814, CSQ-2, Cav1.2 o SK3.  Las imágenes se obtuvieron con un microscopio confocal 

de rastreo resonante ultra-rápido (Leica SP5 AOBS), con el objetivo de inmersión de glicerol 

63x a una resolución de 1024x256 píxeles.   
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Análisis de imágenes  

Con el objetivo de analizar las imágenes y detectar los RyR2 y sus propiedades se 

desarrolló un programa (RyR_Simple) en colaboración con el grupo ANCORA- Anàlisi i 

control del ritme cardíac de la Universitat Politècnica de Catalunya 

El programa inicialmente procesa las imágenes estimando la fluorescencia basal que 

tienen, y las normaliza en base a esta. A continuación, se convolucionan las imágenes 

pasándolas por un filtro, teniendo en cuenta la morfología que tienen los RyR2, que en este 

caso es una forma gaussiana de la medida de la Point Spead Function del microscopio, con un 

radio de 0.2-0.33 µm. Este procedimiento permitirá resaltar los RyR2.  

Posteriormente, se aplica un umbral de intensidad para separar los clústeres de RyR2 

del ruido de fondo y se extraen las características de cada RyR2 como son: la intensidad de 

fluorescencia media, el radio del clúster de RyR2 y las características de distribución espacial 

de los RyR2 en la célula. Para poder comparar las propiedades entre el centro y la membrana 

de la célula, se realizó una función para que el programa dividiese la célula en capas 

concéntricas (Figura 12). De esta forma, los resultados que obtenemos nos indican la media 

de todos los parámetros de interés por cada capa de la célula.  

 

 

Figura 12. Ejemplo de la detección de RyR2 en un miocito auricular humano dividido en capas 

concéntricas. Cada punto blanco se corresponde con la detección de un clúster de RyR2, esta es la imagen 

que revisamos para comprobar que el análisis se ha realizado correctamente.  

 

Para evitar los falsos positivos se realiza un filtraje posterior a la detección de los 

RyR2, donde nosotros podemos modificar los parámetros si vemos que la detección no se 

ha llevado bien a cabo.  
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En varios estudios se ha visto que las alteraciones en la fosforilación de algunos 

residuos del RyR2 afectan a su probabilidad de apertura. Por ello, una de las funciones que 

se desarrolló en el programa consiste en comparar la fluorescencia que emite el anticuerpo 

que marca los RyR2 totales y la fluorescencia que emite el anticuerpo que marca la 

fosforilación de los residuos ser2808 o ser2814 del RyR2, obteniendo así la ratio de 

fosforilación de cada RyR2.  

 

 

 

TÉCNICA DE WESTERN BLOT 

Se utilizó la técnica de western blot para cuantificar la expresión de diferentes 

proteínas como SERCA2a, NCX-1, PLB, PLB-s16 y PLB-t17. Se pulverizó el tejido humano 

(20 mg aprox.) con nitrógeno líquido, y a continuación se homogeneizó en 200 µl de tampón 

de lisis frío que contiene HEPES 50 mM, 0.1% (v/v) Tween 20, NaCl 100 mM, EGTA 2.5 

mM, glicerol-2-fosfato 10 mM, 10 % (v/v) glicerol y DTT, suplementado con inhibidor de 

proteasa. La concentración de proteínas se midió utilizando BCA protein assayTM. Las 

proteínas (10 Pg) se separaron mediante electroforesis en gel de polacridamida-dodecilsulfato 

de sodio al 5 o 10% (SDS-PAGE). Posteriormente, se transfirieron a membranas de 

difluoruro de polivinilideno (Millipore) usando un sistema de transferencia semiseco y se 

incubaron con los anticuerpos primarios y secundarios diluidos en 5% de leche desnatada en 

polvo. Se utilizaron los anticuerpos anti-SERCA2 de conejo (#9580, Cell Signaling 

Technology), anti-CSQ-2 de conejo (ab3516, Abcam), anti-NCX1 de conejo (ab135735, 

Abcam), anti-PLB-L15 de conejo (Santa Cruz), anti-PLB-s16 de conejo y anti-PLB-t17 de 

conejo (Badrilla) y anticuerpos anti-D-actinina de conejo. La detección se realizó con IgG 

marcada con peroxidasa de rábano y el sistema de detección SupersignalTM West Dura (Pierce). 

Se utilizaron los estándares de masa molecular (Bioline) para estimar el tamaño de la proteína 

y se utilizó D-actinina como proteína control. Las imágenes se digitalizaron (GS-800 

Calibrated Densitometer; Bio-Rad) y se analizaron con el software Quantity One 4.6.3 (Bio-

Rad).  
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GENOTIPADO DE SNPs 

Las muestras de sangre se enviaron a genotipar al Laboratory for Molecular 

Cardiology (Department of Biomedical Sciences) de la Universidad de Copenhagen en 

Dinamarca. Se determinó en todos los pacientes la presencia de las variantes de riesgo de 

4q25 rs1448818, rs6817105, rs2200733, rs13143308, rs6843082, rs10033464, rs3853445 y 

rs6838973, así como de las variantes de riesgo de 1q21 rs1051614, rs6666258 y rs13376333. 

Posteriormente, se relacionó el genotipo de cada paciente con los datos experimentales 

existentes.  

Primero se purificó el DNA de las muestras de sangre y se almacenó a -20ºC. A 

continuación, las muestras se genotiparon en deCODE genetics utilizando Global Screening 

Array de Illumina. La matriz contiene un contenido actualizado con >650000 SNPs y un 

chip personalizado optimizado para su comparación con el chip Illumina Omni Express. 

Todos los datos obtenidos del genotipado se procesaron simultáneamente para su control de 

calidad e imputación. Brevemente, se realizó un control de calidad de los datos en el que se 

excluyeron las muestras que presentaban ascendencia genética no europea, los individuos 

con aneuploidías en los cromosomas sexuales o que presentaban diferencias en el sexo 

inferido y el recuento de cromosomas sexuales, y aquellos que presentaban valores atípicos 

de heterocigosidad. Posteriormente, los datos se clasificaron utilizando Eagle2 y se 

imputaron utilizando una base de datos de referencia que consiste en el genoma completo 

de 8429 daneses junto a 7146 muestras del noroeste de Europa.  

 

 

 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS DATOS 

Los experimentos se realizaron sin conocer los datos clínicos ni genéticos, y los 

médicos que recopilaron los datos clínicos no conocían los resultados experimentales. A 

menos que se indique lo contrario, los valores se determinaron para cada paciente (se 

promediaron las múltiples mediciones de cada uno de los pacientes) y se expresaron como 

media r SEM (en los Capítulos I, II y III) o media r IC (Capítulo IV). El análisis estadístico 

utilizado en cada caso se indica en el apartado correspondiente, pero aquí lo mencionaremos 

brevemente.  
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En los Capítulos I, II y III para contrastar la independencia de las variables se utilizó 

la prueba de Chi-Cuadrado. Para el cálculo de ORs se utilizó la fórmula:  

(𝑎/𝑏) (𝑐/𝑑)⁄  

Siendo a el número de pacientes con FA y variante de riesgo, b el número de pacientes 

con FA y sin variante de riesgo, c el número de pacientes sin FA y con variante de riesgo, y d 

el número de pacientes sin FA y sin variante de riesgo. Para determinar si el efecto era 

significativo se utilizó la prueba exacta de Fisher. Para separar los efectos específicos de los 

diferentes SNPs sobre la ICa, la tau de ICa, el contenido de calcio del RS, la fosforilación del 

RyR2, y la amplitud de ITI se utilizó un modelo de regresión lineal. En cambio, para separar 

los efectos específicos de los diferentes SNPs sobre la frecuencia de ITI se utilizó un modelo 

de regresión lineal con una distribución binomial negativa. En los modelos de regresión lineal 

no se pudieron incluir a la vez las variantes rs2200733, rs13143308 y rs10033464 ya que se 

trata de información redundante, por lo que se realizó el análisis con rs13143308 o con 

rs2200733 y rs10033464. Las comparaciones entre 2 medias se realizaron mediante la prueba 

t de Student o la prueba de Wilcoxon, en función de si los datos presentaban una distribución 

normal o no. Para ver la interacción de las variables en las curvas I-V se utilizó la prueba 

ANOVA para medidas repetidas. Para la comparación de múltiples efectos se utilizó 

ANOVA o Kruskal Wallis en función de si los datos presentaban una distribución normal o 

no.  

Por otro lado, en el caso del Capítulo IV el análisis estadístico se realizó mediante un 

modelo de regresión lineal multivariado para los datos con una distribución normal (ICa) o 

un modelo lineal generalizado con una distribución de Poisson (ITI). Para este análisis, los 

pacientes se dividieron en hombres (n= 189) y mujeres (n=78) sin FA, y con FA permanente 

y se incluyeron en el análisis estadístico datos clínicos y ecocardiográficos clave, así como 

tratamientos farmacológicos. No se incluyeron los pacientes a los que se les realizó una 

substitución o reparación de la válvula mitral para evitar los efectos confusores de la 

enfermedad de la válvula mitral, ya que se ha demostrado que está enfermedad altera la 

homeostasis del calcio en pacientes sin FA (162). Para validar la robustez de este análisis, los 

resultados se analizaron utilizando 1) un modelo de regresión lineal no ajustado con 

interacción entre el sexo y el ritmo auricular 2) un modelo totalmente ajustado teniendo en 

cuenta los efectos de confusión de factores clínicos comunes que muestran un sesgo entre 

sexos, así como los factores sospechosos de alterar la homeostasis del calcio y 3) un modelo 

ajustado para los factores más relevantes. Los 3 modelos de regresión lineal arrojaron 
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resultados similares. En los análisis del Capítulo IV, los datos se analizaron utilizando un 

modelo de regresión lineal tal como se indica. De lo contrario, se utilizó una prueba exacta 

de Fisher para datos categóricos. Se utilizó la prueba t de Student o la prueba de rango de 

Wilcoxon para las comparaciones pareadas o no pareadas.  

En todos los casos, el umbral del valor p que define la significación estadística se 

estableció en <0.05. El análisis estadístico se realizó utilizando la versión 3.5.2 del software 

R, la versión 9.4 del software SAS o el software SPSS.  
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Los resultados de esta tesis están estructurados en diferentes capítulos. Los capítulos 

I, II y III se centran en investigar el impacto de los diferentes SNPs asociados a la FA sobre 

la homeostasis intracelular del calcio y la actividad eléctrica en miocitos auriculares humanos, 

que abarcarían el objetivo principal de esta tesis. En el capítulo IV se han incluido los datos 

de un estudio que se ha realizado en paralelo y cuyo objetivo era determinar la influencia del 

sexo sobre la homeostasis del calcio en pacientes con FA.  

El capítulo I está dedicado a estudiar en profundidad el efecto de diferentes variantes 

de riesgo de la región 4q25 del cromosoma 4 sobre la ICa en miocitos auriculares humanos. 

Por otro lado, el capítulo II incluye el estudio del efecto de las variantes de riesgo de 4q25 

sobre la actividad eléctrica espontánea inducida por liberación de calcio en miocitos 

auriculares humanos. 

El capítulo III incluye el estudio del efecto de las variantes de riesgo de la región 1q21 

del cromosoma 1 sobre la actividad eléctrica en miocitos auriculares humanos, así como las 

posibles interacciones funcionales entre las variantes 1q21 y 4q25.  

Finalmente, el capítulo IV incluye el estudio de la influencia del sexo sobre la 

homeostasis del calcio en pacientes con FA. Sus resultados están incluidos en un artículo 

titulado “Influence of sex on intracellular calcium homeostasis in patients with atrial 

fibrillation”(163), publicado en la revista Cardiovascular Research recientemente.  
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I- EFECTO DE LAS VARIANTES DE RIESGO DE 4q25 

SOBRE LA ICa EN MIOCITOS AURICULARES HUMANOS 
 

INTRODUCCIÓN 

La FA se ha asociado con numerosas alteraciones electrofisiológicas, moleculares y 

estructurales en los miocitos auriculares (3). Concretamente, la reducción de la ICa es uno de 

los hallazgos asociados a FA (164–166), y se ha reportado que esta reducción puede producir 

arritmogénesis auricular debido a la reducción de la duración del PA y del periodo refractario 

(167–169).   

Mientras se siguen haciendo numerosos estudios sobre las alteraciones 

electrofisiológicas y mecánicas en la FA, la investigación de sus bases genéticas sigue siendo 

escasa. Principalmente, se conocen mutaciones puntuales en los genes que codifican para 

diferentes canales iónicos que se han asociado a la FA familiar, pero estas sólo explican una 

minoría de los casos (<10%)(9,128,129). Durante la última década, se han realizado estudios 

de GWAS que han relacionado la FA con diferentes locus de SNPs en 4q25, 1q21 y 16q22, 

entre otros (11,130). Estudios más recientes han determinado la asociación de nuevas 

variantes a la FA, aunque las localizadas en 4q25 parecen seguir siendo las que podrían tener 

mayor impacto (12). Hay estudios que demuestran que algunas de las variantes de 4q25 

pueden modificar el riesgo de recurrencia de FA después de la ablación por catéter (146,147), 

así como la respuesta al tratamiento con fármacos antiarritmogénicos (148).   

Los SNPs de 4q25 que se han relacionado con la FA están localizados en una región 

intergénica, de la que no se tiene conocimiento que codifique para ningún gen. Esto sugiere 

que su efecto podría estar mediado por genes próximos. Entre ellos, el gen candidato más 

próximo es el homodominio PITX2 que codifica para un factor de transcripción crucial 

durante el desarrollo cardíaco (136,137), y la formación de las venas pulmonares (139). Por 

ello, se postuló que la disfunción de PITX2c podría ser responsable del desarrollo de FA 

(130). Estudios de diferentes laboratorios, incluido el nuestro, evidencian que la pérdida de 

función de PITX2c predispone a la arritmogénesis auricular (140,143–145) y provoca 

alteraciones en la homeostasis del calcio (145).   

Por otro lado, nuestro laboratorio vinculó recientemente la variante de riesgo 

rs13143308T de 4q25 con una excesiva liberación espontánea de calcio que podría asociarse 

a determinados cambios observados, entre los cuales encontramos el aumento de la 
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expresión de SERCA2a, el aumento de la carga de calcio del RS y el aumento de la 

fosforilación en el residuo de ser-2808 del RyR2 (13).  

En vista de la asociación de la variante de riesgo rs13143308T de 4q25 con la 

alteración de la homeostasis intracelular del calcio, este capítulo tiene como objetivo estudiar 

con mayor profundidad el efecto de todas las variantes de riesgo localizadas en la región 4q25 

sobre la ICa para comprobar si estas variantes inducen una reducción en la ICa similar a la 

reducción observada en pacientes con FA.    

 

 

 

RESULTADOS 

Frecuencia de las variantes de riesgo de 4q25 

Se genotiparon un total de 898 muestras de sangre para las variantes de riesgo 

localizadas en la región 4q25 del cromosoma 4: rs1448818, rs6817105, rs2200733, 

rs13143308, rs6843082, rs10033464, rs3853445 y rs6838973. Para facilitar la identificación 

de cada variante, así como la presencia de los alelos de riesgo, se ha utilizado un código de 

colores que se mantendrá durante todo el capítulo de resultados (Figura 1). El blanco 

corresponde con la presencia de 2 alelos normales, el color claro de cada variante se 

corresponde con la presencia de 1 alelo de riesgo, y el color oscuro indica que el paciente 

presenta 2 alelos de riesgo. Las variantes de riesgo se han ordenado en el mismo orden en el 

que se encuentran en la región 4q25.  

Algo que también nos permitió observar el esquema gráfico es que las variantes 

rs6817105 y rs2200733, las variantes rs6843082 y rs13143308 y las variantes rs3853445 y 

rs6838973 parecían moverse juntas. Por otro lado, también pudimos apreciar que las 

variantes rs2200733, rs13143308 y rs10033464 segregan juntas genéticamente. Es decir, 

siempre que hay una variante de riesgo en rs13143308, también hay una variante de riesgo 

en rs2200733 o en rs10033464. Si nos fijamos, podemos ver que incluso en unos pocos casos 

los pacientes presentan la variante de riesgo en las 3 regiones a la vez. 
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Figura 1. Esquema gráfico de las variantes de riesgo localizadas en 4q25 que presentan los 

pacientes del estudio. Las casillas blancas indican la presencia de 2 alelos normales, las de color claro se 

corresponden con la presencia de 1 alelo de riesgo, y las de color oscuro indican que el paciente presenta 

2 alelos de riesgo. 
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Se calcularon las frecuencias de homocigotos de referencia, heterocigotos y 

homocigotos de riesgo (Figura 2A), así como la frecuencia y OR del alelo de riesgo en 

pacientes sin FA y con FA (Figura 2B) en las variantes de riesgo rs1448818, rs6817105, 

rs2200733, rs13143308, rs6843082, rs10033464, rs3853445 y rs6838973 localizadas en la 

región 4q25.  

Por otro lado, también se calculó la frecuencia fenotípica y OR en pacientes sin y con 

FA considerando que el efecto del alelo de riesgo era dominante (Figura 2C) o recesivo 

(Figura 2D). 
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Figura 2. Frecuencias y OR de las variantes de riesgo localizadas en 4q25. A) Frecuencia de 

homocigotos de referencia (barras blancas), de heterocigotos (barras tonos claros) y homocigotos de riesgo 

(barras tonos oscuros) en las variantes de riesgo localizadas en 4q25. En la parte superior se indica los 

alelos que se han considerado como referencia y riesgo. Se ha utilizado la prueba de Chi-Cuadrado para 

determinar si las variantes de riesgo están ligadas genéticamente. B) Frecuencias del alelo de riesgo de las 

variantes de 4q25 en pacientes sin y con FA. C) Frecuencias fenotípicas de las variantes de 4q25 calculadas 

en pacientes con y sin FA, considerando que el alelo de riesgo tiene un efecto dominante. D) Frecuencias 

fenotípicas de las variantes de 4q25 calculadas en pacientes con y sin FA, considerando que el alelo de 

riesgo tiene un efecto recesivo. En la parte superior de las figuras B, C y D se indica el alelo o fenotipo 

que se ha considerado de riesgo, así como el OR calculado con la prueba exacta de Fisher y el p-valor.  

 

El cálculo de las frecuencias y OR realizado mostró que las variantes rs6817105 y 

rs2200733, así como las variantes rs13143308 y rs6843082 presentaban exactamente la misma 

frecuencia, confirmándose que están ligadas genéticamente. Las variantes rs3853445 y 

rs6838973 no mostraban exactamente la misma frecuencia, pero la prueba de Chi cuadrado 

confirmó que también estaban ligadas genéticamente (p<0.00001). Lo mismo ocurrió con 

las variantes rs13143308 y rs2200733 (prueba de Chi cuadrado, p<0.00001), así como con 

las variantes rs13143308 y rs10033464 (prueba de Chi cuadrado, p<0.00001). Por esa razón, 

se realizó una selección de las variantes con las que íbamos a seguir presentando los 

resultados, ya que muchas de ellas presentaban una frecuencia idéntica. Así, se eligieron las 

variantes rs1448818, rs2200733, rs13143308, rs10033464 y rs6838973, señaladas en la Figura 

2B con recuadros.  

El genotipado de los 898 pacientes de nuestro estudio únicamente confirmó la 

asociación de la variante rs13143308 a la FA, en la que la frecuencia de esta variante fue 

significativamente superior en pacientes con FA (p=0.016). Sin embargo, las frecuencias del 

alelo de riesgo en nuestra población de estudio se asemejan a datos de estudios anteriores 

con un tamaño de muestreo más grande (135,170), donde el resto de las variantes de riesgo 

también se asociaron de forma significativa a la FA.  

 

 

Características clínicas de los pacientes incluidos en el estudio 

Las muestras de tejido auricular humano incluidas en este estudio se obtuvieron de 

58 pacientes sin FA sometidos a cirugía cardíaca en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. 

Los datos clínicos y ecocardiográficos, así como los tratamientos farmacológicos de dichos 

pacientes están recogidos en la Tabla 1.  
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Tabla 1. Características clínicas de la población de estudio para el análisis electrofisiológico. Los 

valores categóricos corresponden al número de pacientes y el % de pacientes se da entre paréntesis. Los 

valores continuos corresponden a la media r error estándar entre paréntesis. Abreviaciones: Índice DAI: 

índice diámetro aurícula izquierda; FEVI: fracción de eyección del ventrículo izquierdo; SVA: sustitución 

válvula aórtica; SVT: sustitución válvula tricúspide; CABG: coronary artery bypass graft o derivación 

aortocoronaria con injerto; IECA: inhibidor de la enzima conversora de la angiotensina; ARA-II: 

antagonistas de los receptores de angiotensina II.  

 

 

Efecto de las variantes de 4q25 sobre la ICa 

Para comprobar si la reducción de la ICa observada en los pacientes con FA (164–

166) podría estar vinculada a la presencia de variantes de riesgo, se analizó el efecto individual 

que tenían las variantes de riesgo de 4q25 sobre la amplitud y las propiedades de la ICa en 58 

 No FA 

N 58 

Hombres 40 (69%) 

Mujeres 18 (31%) 

Índice DAI 2.34 [2.26;2.43] 

Edad 67.0 [65.0;69.0] 

Fumadores 9 (15.5%) 

Ex fumadores 22 (37.9%) 

Alcohol 3 (5.2%) 

Hipertensión 39 (67.2%) 

Diabetes 23 (39.7%) 

Dislipemia 40 (69.0%) 

FEVI 57.0 [55.0;59.0] 

SVM 5 (8.6%) 

SVA 29 (50%) 

SVT 1 (1.7%) 

CABG 37 (63.8%) 

IECA 25 (43.1%) 

E-Bloqueantes 23 (39.7%) 

ARA-II 13 (22.4%) 

Antagonistas- Ca 11 (19%) 

Dicumarinas 5 (8.6%) 

Digoxina 0 (0%) 

Aspirina 32 (55.2%) 

Estatinas 44 (75.9%) 
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pacientes sin FA. Inicialmente, tal como se muestra en la Tabla 2, los datos de cada variante 

se dividieron en 3 grupos: homocigotos de referencia, heterocigotos y homocigotos de riesgo.   

Como se puede apreciar, el número de pacientes que presentan 2 alelos de riesgo en 

algunas variantes es muy bajo como para considerarlo un grupo individual y poder extraer 

conclusiones sólidas. Así que teniendo en cuenta el número de pacientes, los resultados de la 

Tabla 2 y con la ayuda de los OR observados en la Figura 2, se tomó la decisión de seguir 

analizando los resultados considerando que el alelo de riesgo tenía un efecto dominante en 

todas las variantes.  

Tabla 2. Amplitud de ICa en homocigotos de referencia, heterocigotos y homocigotos de riesgo. 

Para cada variante, los pacientes se han dividido en función de si presentan 0, 1 o 2 alelos de riesgo. En la 

fila del medio encontramos la media de la amplitud de ICa r error estándar de cada grupo, y en la fila 

inferior el número de pacientes de cada grupo.  

 

El análisis del efecto de las variantes de riesgo de 4q25 sobre la amplitud de la ICa 

(Figura 3A) mostró que no había diferencias significativas entre los pacientes que 

presentaban la variante de riesgo en rs2200733 o en rs13143308 y los que no. Sin embargo, 

demostró que la presencia de la variante de riesgo en rs1448818 producía una reducción 

significativa de la ICa. Además, se observó que en aquellos pacientes que presentaban la 

variante de riesgo en rs10033464 la amplitud de la ICa estaba aumentada significativamente.  

Finalmente, un hallazgo curioso fue apreciar una reducción significativa de la ICa en aquellos 

pacientes que presentaban la variante normal de rs6838973.  

Además, para analizar el efecto específico de cada una de las 5 variantes teniendo en 

cuenta la presencia del resto de variantes se realizó un modelo de regresión lineal multivariado 

para la ICa, ya que presenta una distribución normal. Este análisis confirmó el efecto de las 

variantes rs1448818 (p=0.031), rs10033464 (p=0.023) y rs6838973 (p=0.041).  
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En cambio, al analizar la relación intensidad-voltaje (I-V) (Figura 3B) se pudo 

apreciar que no había diferencias en la forma de la curva entre los pacientes que presentaban 

las variantes de riesgo y los que no, indicando que, aunque algunas variantes afectaban a la 

amplitud de ICa, no alteraban las propiedades de apertura de los Cav1.2.  

 

Figura 3. Amplitud de ICa en las diferentes variantes de riesgo 4q25. A) En la parte superior se 

muestran registros representativos de ICa para las variantes rs1448818, rs10033464 y rs6838973. Los 

grupos de pacientes que presentan el fenotipo normal están representados en negro y los que presentan 

el fenotipo de riesgo están representados en el color que corresponde a cada variante.  En la parte inferior 

se muestra la media de la amplitud de ICa para cada grupo de pacientes, donde las barras blancas 

corresponden a los pacientes que presentan fenotipo normal, y las de color a aquellos que presentan el 

fenotipo de riesgo. Para la comparación de medias en cada variante se ha utilizado la prueba t de Student. 

Los p-valor se dan para la comparación entre barras, y el número de pacientes se muestra encima de cada 

barra. Los * indican las variantes que han resultado tener un efecto significativo cuando se ha realizado el 

modelo de regresión lineal multivariado, siendo *:<0.05. B) Se muestra la media de las curvas I-V para 

cada variante en pacientes que no presentan variante de riesgo (curvas negras) y en pacientes que presentan 

variante de riesgo (curvas de color en función de la variante). El análisis ANOVA de medidas repetidas 

de las curvas I-V sólo mostró una interacción significativa entre el voltaje y la variante de riesgo en 

rs10033464 (p<0.01).  
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Tras el hallazgo sorprendente de una menor amplitud de ICa en pacientes con variante 

normal en rs6838973, quisimos analizar la presencia de otras variantes en estos pacientes. 

Como se puede apreciar en la Figura 4, 6 de los 10 pacientes que presentaban variante 

normal en rs6838973 presentaban variante de riesgo en rs1448818, sugiriendo que la 

influencia de la variante de riesgo en rs1448818 podría contribuir a la reducción observada 

en pacientes con variante normal en rs6838973.  

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Distribución de variantes de riesgo en 4q25 en los pacientes que presentaban la variante 

normal en rs6838973.  

 

 Además, quisimos analizar las características clínicas de los pacientes con y sin 

variante de riesgo en rs1448818 o en rs10033464 (Tabla 3) para ver si estas eran 

significativamente diferentes como para influir en el efecto observado. Sólo se tuvieron en 

cuenta aquellos datos clínicos más relevantes. Se utilizó la prueba exacta de Fisher para los 

datos categóricos de la Tabla 3, y la prueba t de Student para los datos continuos.   

 Para la variante rs1448818, el análisis estadístico mostró un p-valor significativo para 

el tratamiento con ARA-II (p=0.028) y con AAS (p=0.033), por lo que no se podría descartar 

que estos factores clínicos también pudieran influir en el efecto de las variantes de riesgo.  

 En cambio, el análisis de los datos clínicos para la variante rs10033464 no mostró 

ninguna diferencia significativa entre los pacientes portadores de variante de riesgo y los no 

portadores. Aún así, no se podría descartar la influencia de los factores clínicos ya que el 

grupo que presenta variante de riesgo es muy pequeño, por lo que podría ser que el poder 

estadístico no fuese suficiente para poder determinar alguna asociación si es que la hubiese.  
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Tabla 3. Características clínicas de los pacientes sin y con variante de riesgo en rs1448818 o 

rs10033464. Los valores categóricos corresponden al número de pacientes y el % de pacientes se da entre 

paréntesis. Los valores continuos corresponden a la media r error estándar entre paréntesis. 

Abreviaciones: Índice DAI: índice diámetro aurícula izquierda; FEVI: fracción de eyección del ventrículo 

izquierdo; SVA: sustitución válvula aórtica; CABG: coronary artery bypass graft o derivación aortocoronaria 

con injerto; IECA: inhibidor de la enzima conversora de la angiotensina; ARA-II: antagonistas de los 

receptores de angiotensina II; ns: no significativo.   

 

De acuerdo con una modulación de la constante de desaparición de la ICa (tau) por la 

propia ICa, también se apreciaron diferencias significativas en tau (Figura 5A). Así, se observó 

que aquellos pacientes con variante de riesgo en rs1448818 presentaban una tau 

significativamente más lenta. Por el contrario, se pudo apreciar que la presencia de variante 

de riesgo en rs10033464 mostraba una tendencia a que tau fuese más rápida, aunque no fue 

significativamente diferente. En la Figura 5B se puede apreciar que existe una correlación 

positiva moderada entre la amplitud de la ICa y tau (r= 0.47, p<0.001). 
 

 rs1448818 rs10033464 

 No riesgo Riesgo p-valor No riesgo Riesgo p-valor 

N 34 24  47 11  

Hombres 25 (73.5%) 15 (62.5%) ns 32 (68%) 8 (72.7%) ns 

Mujeres 9 (26.5%) 9 (37.5%) ns 15 (31.9%) 3 (27.3%) ns 

Índice DAI 2.41 [2.27;2.56] 2.27 [2.18;2.37] ns 2.34 [2.25;2.43] 2.36 [2.07;2.65] ns 

Edad 67 [65.0;69.0] 67 [65.0;69.0] ns 67 [65.0;69.0] 66 [62.0;70.0] ns 

Fumadores 8 (23.5%) 1 (4.2%) ns 6 (12.8%) 3 (27.3%) ns 

Ex fumadores 12 (35.3%) 10 (41.7) ns 18 (38.3%) 4 (36.4%) ns 

Hipertensión 20 (58.8%) 18 (75%) ns 32 (68.1%) 7 (63.6%) ns 

Diabetes 14 (41.1%) 9 (37.5%) ns 19 (40.4%) 4 (36.4%) ns 

Dislipemia 26 (76.5%) 14 (58.3%) ns 32 (68.1%) 8 (72.7%) ns 

FEVI 57 [55.0;59.0] 58 [55.0;61.0] ns 57 [55.0;59.0] 57 [52.0;62.0] ns 

SVA 14 (41.2%) 15 (62.5%) ns 14 (29.8%) 6 (54.5%) ns 

CABG 25 (73.5%) 12 (50%) ns 27 (57.4%) 5 (45.5%) ns 

IECA 15 (44.1%) 10 (41.7%) ns 17 (36.2%) 2 (18.2%) ns 

E-Bloqueantes 15 (44.1%) 8 (33.3%) ns 15 (31.9%) 1 (9.1%) ns 

ARA-II 4 (11.8%) 9 (37.5%) 0.028 5 (10.6%) 3 (27.3%) ns 

Antagonistas- Ca 6 (17.6%) 5 (20.8%) ns 5 (10.6%) 3 (27.3%) ns 

Aspirina 23 (67.6%) 9 (37.5%) 0.033 22 (46.8%) 3 (27.3%) ns 

Estatinas 29 (85.3%) 15 (62.5%) ns 29 (61.7%) 6 (54.5%) ns 
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Figura 5. Constante de desaparición de ICa (tau) y correlación entre amplitud de ICa y tau. A) En 

la parte superior se muestran registros representativos de ICa superpuestos para las variantes rs1448818, 

rs10033464 y rs6838973. Los grupos de pacientes que presentan el fenotipo normal están representados 

en negro y los que presentan el fenotipo de riesgo están representados en el color que corresponde a cada 

variante.  En la parte inferior se muestra la media de la tau de ICa para cada grupo de pacientes, donde las 

barras blancas corresponden a los pacientes que presentan fenotipo normal, y las de color a aquellos que 

presentan el fenotipo de riesgo. Para la comparación de medias en cada variante se ha utilizado la prueba 

t de Student. Los p-valor se dan para la comparación entre barras, y el número de pacientes se muestra en 

cada barra. El * indica la variante que ha resultado tener un efecto significativo cuando se ha realizado el 

modelo de regresión lineal multivariado, siendo *:<0.05. B) Gráfico de correlación entre tau y amplitud 

de ICa. Los valores de ambas variables se transformaron a su valor logarítmico.  

 

En este caso, también se analizó el efecto específico de cada una de las 5 variantes 

teniendo en cuenta la presencia del resto de variantes con un modelo de regresión lineal 

multivariado. Este análisis confirmó el efecto de la variante rs1448818 (p=0.023), pero no 

mostró un efecto significativo para el resto de variantes.  

Al igual que ocurrió al analizar la relación I-V, la comparación de la inactivación 

voltaje-dependiente de la ICa (Figura 6A) o la recuperación de la inactivación (Figura 6B) 

entre los pacientes con fenotipo normal y los pacientes con fenotipo de riesgo reveló que no 

había diferencias, afirmando que las propiedades de cierre, inactivación y re-apertura de los 

Cav1.2 no se vieron alteradas por la presencia de las variantes de riesgo. 
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Figura 6. La presencia de las variantes de riesgo de 4q25 no altera las propiedades de apertura de 

los Cav1.2 A) En la parte superior se muestran registros representativos de ICa para cada voltaje de la 

curva de inactivación. En la curva de inactivación se muestra el V50 que es el voltaje al cual la ICa está 

inactivada al 50%, el cual se utiliza para comparar la inactivación de ICa. En la parte inferior se muestra 

una tabla en la que se compara para cada variante de riesgo de 4q25 la media de V50 entre pacientes con y 
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sin variante de riesgo. La tabla contiene el número de pacientes de cada grupo, así como el p-valor 

obtenido tras realizar la prueba t de Student. B) En la parte superior se muestran registros representativos 

de ICa para cada intervalo entre pulsos. Justo debajo de los registros se muestra el protocolo utilizado para 

medir la recuperación de la inactivación a la izquierda, y la curva de recuperación de la inactivación de ICa 

a la derecha. En la curva se muestra el T50 que es el tiempo que ha tenido que transcurrir para que la 

amplitud de ICa se haya recuperado un 50%, y es el valor que se utiliza para comparar la recuperación de 

la inactivación de ICa. En la parte inferior se muestra una tabla en la que se compara para cada variante de 

riesgo de 4q25 la media de T50 entre pacientes con y sin variante de riesgo. La tabla contiene el número 

de pacientes de cada grupo, así como el p-valor obtenido tras realizar la prueba t de Student.  
 

Para comprobar si la diferencia apreciada en la amplitud de la ICa era debida a una 

diferencia en la expresión de los Cav1.2, estos se marcaron mediante la técnica de marcaje 

inmunofluorescente. Aunque para algunas variantes el número de pacientes era limitado, el 

análisis del marcaje inmunofluorescente mostró que no parecía haber diferencias en la 

densidad de los Cav1.2 entre los pacientes con y sin variante de riesgo (Figura 7).  

  
 

 

Figura 7. Comparación de la densidad de Cav1.2 para las diferentes variantes de 4q25 entre 

pacientes que presentan fenotipo normal y los que presentan fenotipo de riesgo.  A la izquierda se 

muestran imágenes representativas de miocitos auriculares aislados que presentan los Cav1.2 marcados en 

rojo mediante la técnica de inmunofluorescencia. Tenemos una imagen representativa para el grupo de 

pacientes con variante normal de rs1448818, y otra para el grupo de pacientes que presenta la variante de 

riesgo.  A la derecha se muestra la media de densidad de ICa para cada grupo de pacientes. Para la 

comparación entre medias en cada variante se ha utilizado la prueba t de Student. La n se da en cada barra 

y el p-valor se muestra para cada comparación entre barras.  
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Hallazgos principales 

Este estudio es el primero en analizar con detalle las variantes de riesgo de la región 

de 4q25 que se segregan de forma independiente con el objetivo de investigar el efecto 

específico de estas variantes de riesgo sobre la homeostasis del calcio en miocitos auriculares 

humanos. Este análisis demostró que la presencia de la variante de riesgo en rs1448818 y 

rs10033464 afecta a la amplitud de la ICa de forma significativa. En el caso de los pacientes 

con variante de riesgo en rs1448818 se pudo apreciar una reducción significativa de ICa. Por 

el contrario, en los pacientes que presentaban la variante de riesgo en rs10033464 se observó 

un aumento significativo en la amplitud de ICa. Estos hallazgos demuestran que hay diferentes 

bloques genéticos dentro de la región 4q25 con efectos funcionales distintos, precisando la 

determinación del mecanismo subyacente en cada una de ellos para así poder identificar 

dianas terapéuticas específicas.  
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II- EFECTO DE LAS VARIANTES 4q25 SOBRE LA 

ACTIVIDAD ELÉCTRICA EN MIOCITOS AURICULARES 

HUMANOS 

 

INTRODUCCIÓN 

La FA se ha asociado a varios factores de riesgo como la hipertensión, la obesidad, 

enfermedades cardiovasculares previas y historia de FA familiar (171). La aparición de focos 

ectópicos eléctricos en las venas pulmonares y la aparición de rotores eléctricos son algunos 

de los mecanismos propuestos para el desarrollo de FA (172). Además, el remodelado 

estructural involucrado en la fibrosis auricular o en la dilatación auricular se ha asociado con 

el inicio de la FA (173,174). Por otro lado, a nivel molecular la FA se ha asociado con 

diferentes alteraciones en la homeostasis del calcio como la reducción de la corriente de 

entrada de calcio a través de los Cav1.2 (164–166), el incremento de liberaciones espontáneas 

de calcio del RS (4,5,7,166,175) y el incremento de despolarizaciones tardías de la membrana 

inducidas por liberaciones espontáneas de calcio (175). El remodelado eléctrico por un 

acortamiento en el periodo refractario auricular y la duración del PA también se han 

propuesto como mecanismos responsables del desarrollo de FA (176).  

Aunque la prevalencia de la FA es elevada, sus bases genéticas no están claras. Se han 

asociado algunas mutaciones en diversos canales iónicos a la FA familiar (128), pero son una 

minoría de los casos. Varios estudios de GWAS han identificado variantes de riesgo asociadas 

a FA en distintos cromosomas (12,130–135), pero en este capítulo nos vamos a centrar en 

las variantes de riesgo localizadas en 4q25. Hay estudios que demuestran que algunas de las 

variantes de 4q25 pueden modificar el riesgo de recurrencia de FA después de la ablación 

por catéter (146,147), así como la respuesta al tratamiento con fármacos antiarritmogénicos 

(148).   

Los SNPs de 4q25 que se han relacionado con la FA están localizados en una región 

intergénica no codificante próxima al gen PITX2 (130) que codifica para un factor de 

transcripción crucial durante el desarrollo cardíaco (136,137) y la formación de las venas 

pulmonares (139). Por ello, se postuló que la disfunción de PITX2c podría ser responsable 

del desarrollo de FA (130). Estudios de diferentes laboratorios, incluido el nuestro, 
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evidencian que la pérdida de función de PITX2c predispone a la arritmogénesis auricular 

(140,143,144,177) y provoca alteraciones en la homeostasis del calcio (145).   

Por otro lado, nuestro laboratorio vinculó recientemente la variante de riesgo 

rs13143308T de 4q25 con un aumento en la fosforilación del RyR2 en ser2808, en la 

liberación espontánea de calcio y con un incremento de la actividad eléctrica en miocitos 

auriculares humanos (13).  

Por ello, este capítulo tiene como objetivo ver si otras variantes de riesgo en la región 

de 4q25 también tienen efecto sobre la actividad eléctrica espontánea en miocitos auriculares 

humanos, y estudiar con mayor profundidad los mecanismos subyacentes.   

 

 

 

RESULTADOS 

Efecto de las variantes de riesgo de 4q25 sobre los ITI  

El estudio electrofisiológico se ha llevado a cabo en los mismos 58 pacientes 

utilizados para el estudio de la ICa realizado en el Capítulo I, por lo que en las características 

clínicas de los pacientes se pueden ver en la Tabla 1 del Capítulo I. Además, los resultados 

de este capítulo se presentan siguiendo el mismo código de colores que en el Capítulo I, ya 

que seguimos analizando el efecto de las mismas variantes.  

Un estudio previo de nuestro laboratorio ya asoció la variante de riesgo rs13143308T 

a un incremento de las liberaciones espontáneas de calcio y de la actividad eléctrica (13), pero 

en vista de los hallazgos del efecto de las variantes rs1448818 y rs10033464 sobre la ICa 

quisimos investigar con mayor detenimiento el efecto de todas las variantes de riesgo de 4q25 

sobre la frecuencia y amplitud de ITI.  

Tal como se había reportado por Herraiz-Martinez et al. (13), el análisis de las 

corrientes ITI realizado a -80 mV (Figura 1A-B) demuestra que la presencia de la variante de 

riesgo en rs13143308 produce un incremento significativo de la frecuencia de ITI. Además, 

se pudo apreciar que la presencia de la variante de riesgo en rs10033464 también produce un 

incremento significativo de la frecuencia de ITI. El hecho de que la presencia de la variante 

de riesgo en rs13143308 siempre vaya acompañada de una variante de riesgo en rs2200733 o 
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en rs10033464, hace que el efecto apreciado en la variante de riesgo de rs13143308 tenga la 

influencia de ambas y que los controles no tengan ninguna variante de riesgo en rs2200733 

o en rs10033464.  

 

Figura 1. Efecto de las variantes de 4q25 sobre las corrientes transitorias de membrana inducidas 

(ITI) por la liberación espontánea de calcio. A) Registros representativos de ITI en miocitos auriculares 

humanos de pacientes que no presentan variante de riesgo (registros negros) y de pacientes que presentan 

la variante de riesgo (registros del color correspondiente a cada variante). B) Media de la frecuencia de ITI 

en miocitos de pacientes sin variante de riesgo (barras blancas) y con variante de riesgo (barras del color 

correspondiente a cada variante) medidas a -80 mV. Para la comparación de medias en cada variante se 

utilizó la prueba de Wilcoxon (no paramétrico). Los p-valor se dan para la comparación entre barras, y el 

número de pacientes se muestra debajo de cada barra. Los * indican las variantes que han resultado tener 

un efecto significativo cuando se ha realizado el modelo de regresión lineal con distribución binomial 

negativa, siendo *:<0.05; **:<0.01; ***:<0.001. 

 

Además, para analizar el efecto específico de cada una de las 5 variantes teniendo en 

cuenta la presencia del resto de variantes se realizó un modelo de regresión lineal con 

distribución binomial negativa para los ITI, ya que los datos se ajustan mejor a esta 

distribución que a una distribución normal. Este análisis confirmó el efecto de las variantes 

rs2200733 (p=0.035), rs10033464 (p<0.001) y rs6838973 (p=0.001).  
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Al igual que en el Capítulo I, se analizó si había diferencias en las características 

clínicas de los pacientes con y sin variante de riesgo en rs13143308 (Tabla 1), para ver si 

estas podrían influir en el efecto observado. Se analizó en la variante rs13143308 porque los 

grupos de riesgo en la variante rs2200733 y rs10033464 son muy pequeños, por lo que el 

poder estadístico podría no ser suficiente para determinar si las características clínicas pueden 

influir en el efecto de las variantes. Sólo se tuvieron en cuenta aquellos datos clínicos más 

relevantes. Se utilizó la prueba exacta de Fisher para los datos categóricos y la prueba t de 

Student para los datos continuos. En este caso el análisis estadístico no mostró diferencias 

significativas para ninguna de las características clínicas, por lo que parece que estas no 

influirían en el efecto de las variantes de riesgo sobre los ITI.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 1. Características clínicas de los pacientes sin y con variante de riesgo en rs13143308. Los 

valores categóricos corresponden al número de pacientes y el % de pacientes se da entre paréntesis. Los 

valores continuos corresponden a la media r error estándar entre paréntesis. Abreviaciones: Índice DAI: 

índice diámetro aurícula izquierda; FEVI: fracción de eyección del ventrículo izquierdo; SVA: sustitución 

válvula aórtica; CABG: coronary artery bypass graft o derivación aortocoronaria con injerto; IECA: inhibidor 

de la enzima conversora de la angiotensina; ARA-II: antagonistas de los receptores de angiotensina II; ns: 

no significativo. 

 rs13143308 

 No riesgo Riesgo p-valor 

N 34 24  

Hombres 24 (70.6%) 16 (66.7%) ns 

Mujeres 10 (29.4%) 8 (33.3%) ns 

Índice DAI 2.27 [2.17;2.37] 2.41 [2.27;2.56] ns 

Edad 68 [66.0;70.0] 65 [63.0;68.0] ns 

Fumadores 5 (14.7%) 4 (16.7%) ns 

Ex fumadores 12 (35.3%) 8 (33.3%) ns 

Hipertensión 21 (61.8%) 17 (70.8%) ns 

Diabetes 15 (44.1%) 7 (29.2%) ns 

Dislipemia 23 (67.6%) 16 (66.7%) ns 

FEVI 59 [57.0;61.0] 56 [53.0;58.0] ns 

SVA 15 (44.1%) 14 (58.3%) ns 

CABG 25 (73.5%) 12 (50.0%) ns 

IECA 16 (47.0%) 9 (37.5%) ns 

E-Bloqueantes 15 (44.1%) 8 (33.3%) ns 

ARA-II 8 (23.5%) 5 (20.8%) ns 

Antagonistas- Ca 6 (17.6%) 5 (20.8%) ns 

Aspirina 19 (55.9%) 13 (54.2%) ns 

Estatinas 26 (76.5%) 18 (75.0%) ns 
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Por otro lado, al analizar la amplitud de los ITI (Figura 2A-B) se pudo apreciar una 

cierta tendencia a que el aumento de la frecuencia de ITI se acompañase de una reducción de 

su amplitud, aunque en ningún caso fue significativa, y no se pudo demostrar una correlación 

entre la frecuencia y amplitud de ITI (r=-0.17; p=0.4).  

 

Figura 2. Las variantes de riesgo en 4q25 no modifican la amplitud de los ITI. A) Registros 

representativos en los que se muestra la amplitud de ITI en miocitos auriculares humanos de pacientes sin 

variante de riesgo (registros negros) y con variante de riesgo (registros del color correspondiente a cada 

variante) en 4q25. B) Media de la amplitud de ITI en miocitos de pacientes sin variante de riesgo (barras 

blancas) y con variante de riesgo (barras del color correspondiente a cada variante). Para la comparación 

de medias en cada variante se ha utilizado la prueba t de Student. Los p-valor se dan para la comparación 

entre barras, y el número de pacientes se muestra debajo de cada barra. C) Gráfico de correlación entre la 

frecuencia (eventos/min) y amplitud (pA/pF) de ITI.  

 
 
Efecto de las variantes 4q25 sobre el contenido de calcio del RS 

 Los ITI se generan debido a la expulsión, a través de NCX-1, del calcio liberado de 

forma espontánea del RS. Por ello, se analizó el efecto de las variantes de riesgo de 4q25 

sobre el contenido de calcio del RS, ya que un aumento del contenido de calcio del RS podría 

inducir un incremento de liberaciones espontáneas del RS. El análisis reveló que los pacientes 

que presentaban variante de riesgo en rs13143308 tenían un incremento significativo en el 

contenido de calcio del RS. Sin embargo, en el resto de variantes de riesgo no se apreciaron 

diferencias significativas (Figura 3).  
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En cambio, al analizar el efecto específico de cada una de las 5 variantes teniendo en 

cuenta la presencia del resto de variantes con un modelo de regresión lineal multivariado, 

este mostró que la variante rs10033464 también tenía un efecto significativo (p=0.037) sobre 

el contenido de calcio del RS.  

 

Figura 3. Efecto de las variantes de riesgo en 4q25 sobre el contenido de calcio del RS. A) Se 

muestran registros representativos de la corriente generada por la aplicación de cafeína (10 mM) y su 

respectiva integral en miocitos auriculares de pacientes que no presentan variante de riesgo (negros) y de 

pacientes que presentan la variante de riesgo en rs10033464 (color correspondiente a dicha variante). B) 

Se muestra para cada variante de riesgo de 4q25, la media del contenido de calcio del RS en pacientes que 

no presentan la variante de riesgo (barras blancas) y en pacientes que presentan la variante de riesgo (barras 

de color correspondiente a cada variante). Para la comparación de medias en cada variante se ha utilizado 

la prueba t de Student. Los p-valor se dan para la comparación entre barras, y el número de pacientes se 

muestra en cada barra. El * indica la variante que ha resultado tener un efecto significativo cuando se ha 

realizado el modelo de regresión lineal multivariado, siendo *:<0.05. 

 
 

Efecto de las variantes de riesgo en 4q25 sobre la densidad y fosforilación 

del RyR2 

 Para determinar si el mecanismo detrás del incremento de ITI en los pacientes que 

presentaban variante de riesgo en rs2200733, rs13143308 y en rs10033464 podría ser debido 

a un incremento en la fosforilación del RyR2, se midió la densidad y el estado de fosforilación 

de cada clúster de RyR2 en su residuo ser2808 y ser2814. Este análisis mostró que en ninguna 

de las variantes de riesgo de 4q25 asociadas a FA había diferencias en la densidad de RyR2 

entre los pacientes que presentaban variante de riesgo y los que no (Figura 4A). Sin embargo, 

el análisis de la fosforilación del RyR2 en el residuo ser2808 reveló que los pacientes con 

variante de riesgo en rs2200733 o rs13143308 presentaban un incremento significativo de la 
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fosforilación respecto a los que no presentaban variante de riesgo (Figura 4B). Además, el 

modelo de regresión lineal multivariado confirmó el efecto significativo de la variante 

rs2200733 (p=0.003) sobre la fosforilación del RyR2 en ser2808. 

 
Figura 4. Efecto de las variantes de riesgo de 4q25 sobre la densidad y fosforilación del RyR2 en 

ser2808. A) Media de la densidad de clústeres de RyR2 en un plano central de miocitos auriculares de los 

pacientes que no presentan variante de riesgo (barras blancas) y los pacientes que presentan variante de 

riesgo (barras del color correspondiente a cada variante). B) En la parte superior se muestran imágenes 

superpuestas de clústeres de RyR2 totales (verde) y de RyR2 fosforilados en el residuo ser2808 (en rojo) 

de un paciente sin y otro con variante de riesgo en rs13143308. En la parte inferior tenemos la media de 

la fosforilación del RyR2 en ser2808 medida como la ratio de la intensidad de fluorescencia 

(ser2808/RyR2) para todos los clústeres de RyR2. Para la comparación de medias en cada variante se ha 

utilizado la prueba t de Student. Los p-valor se dan para la comparación entre barras, y el número de 

pacientes se muestra en cada barra o debajo de cada barra.  El * indica la variante que ha resultado tener 

un efecto significativo cuando se ha realizado el modelo de regresión lineal multivariado, siendo *:<0.05. 



RESULTADOS 
 

120  
 

Por otro lado, al analizar la fosforilación del RyR2 en el residuo ser2814 no se 

apreciaron diferencias significativas en ninguna de las variantes de 4q25 entre los pacientes 

portadores de la variante de riesgo y los no portadores (Figura 5).  

 
Figura 5. Efecto de las variantes de riesgo de 4q25 sobre la fosforilación del RyR2 en ser2814. A) 

Imágenes superpuestas de clústeres de RyR2 totales (verde) y de RyR2 fosforilados en el residuo ser2814 

(en rojo) de un paciente sin y otro con variante de riesgo en rs10033464. B) Media de la fosforilación del 

RyR2 en ser2814, medida como la ratio de la intensidad de fluorescencia (ser2814/RyR2) para todos los 

clústeres de RyR2, en pacientes no portadores de variante de riesgo (barras blancas) y en pacientes 

portadores de la variante de riesgo (barras de color correspondiente a cada variante). Para la comparación 

de medias en cada variante se ha utilizado la prueba t de Student. Los p-valor se dan para la comparación 

entre barras, y el número de pacientes se muestra en cada barra o debajo de cada barra.  
 

 

Efecto de las variantes de riesgo en 4q25 sobre los niveles de ADO y 

actividad de adenosina desaminasa en plasma 

Se ha demostrado previamente que los pacientes con FA presentan una mayor densidad de 

receptores A2A que conlleva un aumento en la fosforilación de los RyR2 en ser2808 y un 

aumento de la liberación espontanea de calcio, desencadenando así corrientes ITI y 

despolarizaciones espontáneas (5,113). Además, hemos demostrado recientemente que los 

pacientes con FA presentan un incremento de los niveles plasmáticos de ADO y una 
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reducción de la actividad de adenosina desaminasa (ADA) (178). Por ello, decidimos analizar 

los niveles de ADO y la actividad ADA en plasma de pacientes con y sin variantes de riesgo 

en 4q25. El análisis en los niveles de ADO en plasma (Figura 6A) no reveló diferencias 

pronunciadas en ninguna de las variantes de 4q25 entre los pacientes que presentaban 

variante de riesgo y los que no. Por el contrario, los pacientes con variante de riesgo en 

rs2200733 o en rs13143308 presentaron una disminución significativa en la actividad de 

ADA (Figura 6B). 

 

Figura 6. Efecto de las variantes de riesgo de 4q25 sobre los niveles de ADO y la actividad de 

ADA en plasma. A) Media de los niveles de ADO (ng/ml) en plasma para los pacientes sin y con FA, y 

para cada variante de riesgo de 4q25. B) Media de la actividad de ADA (u/l) medida en plasma para los 

pacientes sin y con FA, y para cada variante de riesgo de 4q25. Para la comparación de medias se ha 

utilizado la prueba t de Student. Los p-valor se dan para la comparación entre barras, y el número de 

pacientes se muestra en cada barra.  
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Hallazgos principales 

Este estudio es el primero en analizar con detalle toda la región de 4q25 con el 

objetivo de investigar el efecto específico de las diferentes variantes de riesgo de esta región 

sobre la actividad eléctrica en miocitos auriculares humanos y los mecanismos subyacentes. 

El análisis desarrollado durante todo el apartado de resultados, así como el modelo de 

regresión lineal sobre la frecuencia de ITI, demostró que la presencia de las variantes de riesgo 

en rs2200733, rs13143308 y rs10033464 afectaban de forma significativa a la actividad 

eléctrica en miocitos auriculares humanos. Además, los pacientes que presentaban variante 

de riesgo en rs13143308 y en rs10033464 presentaban un incremento significativo en el 

contenido de calcio del RS. Por otro lado, los pacientes que presentaban la variante de riesgo 

en rs2200733 y rs13143308 mostraban un incremento en la fosforilación del RyR2 en su 

residuo de ser2808. Finalmente, al analizar los niveles de ADO y la actividad de ADA en 

plasma se pudo apreciar que no había diferencias significativas en los niveles de ADO, pero 

los pacientes que presentaban variante de riesgo en rs2200733 y en rs13143308 presentaban 

una reducción significativa de la actividad de ADA. La reducción de la actividad de ADA 

tiene como consecuencia una disminución de la degradación de ADO, pudiendo producir 

una mayor estimulación de los receptores A2A que contribuya al incremento de la actividad 

eléctrica espontánea observada en los miocitos auriculares humanos de los portadores de 

estas variantes de riesgo.  
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III- EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD ELÉCTRICA DE LA 

VARIANTE rs13376333 de 1q21 Y SU INTERACCIÓN CON 

LAS VARIANTES 4q25 

INTRODUCCIÓN 

La regulación del calcio intracelular es muy importante en el desarrollo de 

disfunciones contráctiles y arritmias como la FA. El calcio que entra a la célula a través de 

los Cav1.2 es importante para el correcto funcionamiento de la contractibilidad cardíaca, pero 

también para activar varias vías de señalización en respuesta a cambios en el potencial de 

membrana. En los últimos años, el estudio de los canales de K+ activados por Ca2+ (SK, 

KCa2) ha avanzado mucho ya que parecen tener un papel importante en la regulación de la 

excitabilidad cardíaca (179).  

Se conocen 3 isoformas de canales SK (SK1-3), codificados por la familia de genes 

KCNN. La coexpresión de las diferentes isoformas de canales SK en un sistema de expresión 

heterólogo produce canales heteroméricos (180). Se han identificado las 3 isoformas en el 

corazón de humanos y ratones (150,151). Sin embargo, se ha visto que la expresión de canales 

SK en humano es mayor en células auriculares que en ventriculares, y que la expresión de 

SK2 y SK3 en aurícula es mayor que la de SK1 (152).  

Los canales SK se activan por los cambios en la concentración intracelular de calcio 

que se producen durante el latido cardíaco por la vía de CaM. Cuando aumenta el calcio 

intracelular, la CaM se une al extremo C-terminal del canal SK, produciendo cambios 

conformacionales que activan el canal (181–183). Además, algunos estudios han demostrado 

que la unión de CaM al canal SK independiente de Ca2+ es necesaria para su expresión en la 

superficie celular (179).  

Estudios anteriores en modelos murinos sugirieron que el calcio liberado mediante 

los RyR2 del RS era necesario para la activación de los canales SK (184,185). Por otro lado, 

un estudio reciente de Zhang et al. (182)  estableció la relación entre los canales SK2 y los 

Cav1.2, así como entre los canales SK2 y RyR2 mediante imágenes de súper-resolución en 

miocitos ventriculares de conejo.  Por tanto, esto sugiere que la entrada de calcio a través de 

los Cav1.2 así como el calcio liberado por los RyR2 del RS proporcionan un microdominio 

de calcio eficiente para la activación de los canales SK en los cardiomiocitos, y que ambos 

mecanismos son importantes.  
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Existen varios estudios que evidencian la importancia de los canales SK en la FA. 

Algunos de ellos han demostrado un incremento en la expresión de canales SK2 en un 

modelo de FA en conejo, que resultaba en un acortamiento de la duración del PA (153). Por 

otro lado, también se mostró en un modelo canino un incremento de la corriente SK más 

significativo en las venas pulmonares que en la aurícula izquierda, y que estaba regulada por 

la taquicardia auricular (186).  Estos hallazgos podrían ser el resultado de la regulación de los 

canales SK por el calcio que entra a través de la membrana durante los protocolos de 

estimulación rápida (187). Sin embargo, también se ha demostrado una menor expresión de 

canales SK en pacientes con FA. Concretamente, la expresión de canales SK1, SK2 y SK3, 

así como la corriente sensible a apamina se ve reducida en pacientes con FA crónica 

(152,188). Sin embargo, aunque estos estudios demuestran un rol importante de los canales 

SK en la FA, el tiempo exacto en el que se pueden observar estos cambios en la expresión y 

función de los canales en los pacientes con FA sigue sin estar claro.  

Ellinor et al. (149) identificaron mediante GWAS variantes localizadas en 1q21 

asociadas a un mayor riesgo de padecer FA. Concretamente, algunas de ellas están localizadas 

en el intrón 1 del gen KCNN3, que codifica para el canal SK3. Así, viendo la importancia 

que pueden tener los canales SK en el desarrollo de arritmias, el objetivo de este estudio es 

determinar el efecto que tienen las variantes 1q21 asociadas a la FA sobre la actividad eléctrica 

en miocitos auriculares humanos.  

 

 

 

RESULTADOS 

Frecuencia de las variantes de riesgo de 1q21 

Se genotiparon un total de 891 muestras de sangre para las variantes de riesgo 

localizadas en la región 1q21 del cromosoma 1: rs1051614, rs6666258 y rs13376333. Para 

facilitar la identificación de cada variante, así como la presencia de los alelos de riesgo, se ha 

utilizado un código de colores que se mantendrá durante todo el capítulo de resultados 

(Figura 1). El blanco corresponde con la presencia de 2 alelos de referencia, el color claro 

de cada variante se corresponde con la presencia de 1 alelo de riesgo, y el color oscuro indica 

que el paciente presenta 2 alelos de riesgo.  
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Figura 1. Esquema gráfico de las variantes de riesgo localizadas en 4q25 que presentan los 

pacientes del estudio. Las casillas blancas indican la presencia de 2 alelos de referencia, las de color claro 

se corresponden con la presencia de 1 alelo de riesgo, y las de color oscuro indican que el paciente presenta 

2 alelos de riesgo. 
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Se calcularon las frecuencias de homocigotos de referencia, heterocigotos y 

homocigotos de riesgo (Figura 2A). Como se puede apreciar a simple vista, las variantes 

rs6666258 y rs13376333 presentan exactamente la misma frecuencia, lo que indica que están 

ligadas genéticamente. Por otro lado, la variante rs1051614 no presenta exactamente la misma 

frecuencia, pero el test estadístico confirmó que también está ligada a las otras (prueba Chi-

Cuadrado, p<0.0001). Por esta razón, se decidió continuar con la variante rs13376333 para 

la presentación del resto de resultados. Así, en la Figura 2B se ha calculado la frecuencia y 

OR del alelo de riesgo en rs13376333 en pacientes sin FA y con FA, así como la frecuencia 

fenotípica y OR considerando que el alelo de riesgo fuese dominante o recesivo.    

 

Figura 2. Frecuencias y OR de las variantes de riesgo localizadas en 1q21. A) Frecuencia de 

homocigotos de referencia (barras blancas), de heterocigotos (barras tonos claros) y homocigotos de riesgo 

(barras tonos oscuros) en las variantes de riesgo localizadas en 1q21. El recuadro lila indica la variante de 

riesgo con la que se va a seguir el estudio. En la parte superior se indican los alelos que se han considerado 

como referencia y riesgo. Se ha utilizado la prueba de Chi-Cuadrado para determinar si las variantes de 

riesgo están ligadas genéticamente. B) Frecuencias del alelo de riesgo de la variante rs13376333 en 

pacientes sin y con FA, y frecuencias fenotípicas en pacientes sin y con FA, considerando que el alelo de 

riesgo tiene un efecto dominante o recesivo. En la parte superior se indica el alelo o fenotipo que se ha 

considerado de riesgo, así como el OR calculado con la prueba exacta de Fisher y el p-valor.  

 

El genotipado de los 891 pacientes no permitió asociar de forma significativa la 

variante rs13376333 de 1q21 a la FA. Sin embargo, las frecuencias del alelo de riesgo en 

nuestra población de estudio se asemejan a datos de estudios anteriores (135), en los que la 

variante rs13376333 sí que se asoció de forma significativa a la FA.  
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Características clínicas de los pacientes incluidos en el estudio 
Las muestras de tejido auricular humano incluidas en este estudio para valorar el 

efecto de las variantes de 1q21 se obtuvieron de 26 pacientes sin FA sometidos a cirugía 

cardíaca en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Los datos clínicos y ecocardiográficos, 

así como los tratamientos farmacológicos de dichos pacientes están recogidos en la Tabla 1.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 1. Características clínicas de los pacientes sin y con variante de riesgo en rs13376333 de 

1q21. Los valores categóricos corresponden al número de pacientes y el % de pacientes se da entre 

paréntesis. Los valores continuos corresponden a la media r error estándar entre paréntesis. 

Abreviaciones: Índice DAI: índice diámetro aurícula izquierda; FEVI: fracción de eyección del ventrículo 

izquierdo; SVA: sustitución válvula aórtica; CABG: coronary artery bypass graft o derivación aortocoronaria 

con injerto; IECA: inhibidor de la enzima conversora de la angiotensina.  

 

Para analizar si había diferencias en las características clínicas de los pacientes con y 

sin variante de riesgo en rs13376333 de la Tabla 1 se utilizó la prueba exacta de Fisher para 

los datos categóricos, y la prueba t de Student para los datos continuos.  El análisis estadístico 

no mostró diferencias significativas en las características clínicas de los pacientes portadores 

de la variante de riesgo y los no portadores.  

 rs13376333 

 No riesgo Riesgo p-valor 

N 14 12  

Hombres 10 (71.4%) 8 (66.7%) ns 

Mujeres 4 (28.6%) 4 (33.3%) ns 

Índice DAI 2.29 [2.15;2.43] 2.05 [1.98;2.13] ns 

Edad 67.0 [64.0;70.0] 68.0 [64.0;72.0] ns 

Fumadores 2 (14.3%) 3 (25.0%) ns 

Ex fumadores 6 (42.9%) 1 (8.3%) ns 

Hipertensión 10 (71.4%) 6 (50.0%) ns 

Diabetes 4 (28.6%) 2 (16.7%) ns 

Dislipemia 7 (50.0%) 6 (50.0%) ns 

FEVI 48.0 [43.0;52.0] 53.0 [49.0;57.0] ns 

SVA 8 (57.1%) 7 (58.3%) ns 

CABG 9 (64.3%) 6 (50.0%) ns 

IECA 5 (35.7%) 7 (58.3%) ns 

E-Bloqueantes 8 (57.1%) 4 (33.3%) ns 

Antagonistas- Ca 3 (21.4%) 4 (33.3%) ns 

Aspirina 6 (42.9%) 7 (58.3%) ns 

Estatinas 9 (64.3%) 7 (58.3%) ns 
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Efecto de la variante rs13376333 de 1q21 sobre la corriente SK sensible a 

apamina 

Debido a que el número de pacientes con 2 alelos de riesgo en rs13376333 es muy 

pequeño, se ha considerado que la variante de riesgo tiene un efecto dominante. Al analizar 

el efecto de la variante de riesgo en rs13376333 sobre la corriente SK sensible a apamina 

(Figura 3A) se pudo apreciar una tendencia a la reducción de la corriente SK en aquellos 

pacientes que presentaban la variante de riesgo (Figura 3B). Sin embargo, el análisis 

estadístico mediante ANOVA de medidas repetidas no mostró una interacción significativa 

entre el voltaje y la variante de riesgo (p=0.09). Además, pudimos apreciar que la corriente 

empezaba a aumentar de forma más significativa entre -20 y -10mV, coincidiendo con el 

momento en el que la ICa está alcanzando su pico máximo. Debido a que los canales SK3 son 

canales activados por calcio en principio es lo que cabría esperar.  

 

 

Figura 3. Efecto de la variante de riesgo rs13376333 de 1q21 sobre la corriente SK sensible a 

apamina. A) Registros representativos de las corrientes en control y después de la aplicación de apamina 

(100 nM), en pacientes sin (parte superior) y con (parte inferior) variante de riesgo en rs13376333. B) 

Media de la corriente SK sensible a apamina en pacientes sin (n=12) y con (n=11) variante de riesgo en 

rs13376333. Para analizar el efecto de la variante rs13376333 sobre la corriente SK sensible a apamina se 

ha utilizado la prueba ANOVA de medidas repetidas, que no ha demostrado una interacción significativa 

entre el voltaje y la variante de riesgo rs13376333 (p=0.09).  
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Distribución espacial de los canales SK3, los Cav1.2 y los RyR2 

Con el objetivo de comprobar si la distribución espacial de los canales SK3 coincidía 

con los Cav1.2 o los RyR2 se realizó un marcaje inmunofluorescente de estos. Como se puede 

apreciar en las imágenes de la Figura 4, los canales SK3 no están colocalizados con los RyR2 

(Figura 4A), pero sí con los Cav1.2 (Figura 4B). Así, las diferencias apreciadas en la corriente 

SK sensible a apamina entre pacientes con y sin variante de riesgo en rs13376333 podría ser 

debida a la activación de la corriente SK por el calcio que entra a través de los Cav1.2.  

   

Figura 4. Distribución espacial de canales SK3, Cav1.2 y RyR2. A) En la parte superior se muestran 

imágenes en las que se puede ver la distribución espacial de los RyR2 (verde) y de los canales SK3 (rojo) 

en cardiomiocitos auriculares humanos. En la parte inferior se muestra la media de la densidad de los 

RyR2 y de los canales SK3 (n=2 células) a diferentes distancias de la membrana (indicado debajo de las 

barras en Pm). B) En la parte superior se muestran imágenes con la distribución espacial de los Cav1.2 

(verde) y de los canales SK3 (rojo) en cardiomiocitos auriculares humanos. El color amarillo indica que 

estos 2 canales coinciden espacialmente. En la parte inferior se muestra la media de la densidad de los 

Cav1.2 y de los canales SK3 (n=8 células) a diferentes distancias de la membrana (indicado debajo de las 

barras en Pm).  
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Efecto de la FA sobre la corriente SK sensible a apamina 

De acuerdo con la dependencia de la corriente SK sensible a apamina al calcio que 

entra a través de los Cav1.2, la reducción de la ICa observada en los pacientes con FA 

(Figura 5A-B) se asoció a una menor corriente SK sensible a apamina (Figura 5C-D). 

Así, la corriente SK sensible a apamina fue un 60% menor en pacientes que presentaban 

FA (n=5), que en aquellos sin FA (n=24), y la prueba ANOVA de medidas repetidas 

mostró que existía interacción entre el voltaje y el ritmo auricular (p=0.02). Además, 

también se observó que no había diferencias entre los pacientes sin FA y aquellos que 

presentaban FA paroxística, al igual que ocurre con la amplitud de ICa.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Efecto de la FA sobre ICa y sobre la corriente SK sensible a apamina. A) Registros 

representativos de ICa de un paciente sin FA (verde), un paciente con FA paroxística (azul) y un paciente 

con FA crónica (granate). B) Media de la amplitud de ICa para los pacientes sin FA, con FA paroxística 

(FAp) y con FA crónica (FAc). El número de pacientes está indicado entre paréntesis en la leyenda. Se ha 

utilizado la prueba ANOVA de 1 vía, y las diferencias significativas se muestran con *** (p<0.001). C) 

Registros representativos de las corrientes antes (control) y después de la aplicación de apamina (100 nM), 

en pacientes sin FA (parte superior) y con FAc (parte inferior). D) Media de la corriente SK sensible a 

apamina en pacientes sin FA (n=24), con FAp (n=2) y con FAc (n=5). Para analizar el efecto del ritmo 

sobre la corriente SK sensible a apamina se utilizó la prueba ANOVA de medidas repetidas, que mostró 

una interacción significativa entre el voltaje y el ritmo auricular (p=0.02).  
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Efecto de la variante rs1448818 de 4q25 sobre la corriente SK sensible a 

apamina  

 Como hemos visto en el Capítulo I de resultados, y tal como se puede apreciar en la 

Figura 6A-B, aquellos pacientes que tienen riesgo en la variante rs1448818 de 4q25 

presentan una reducción significativa de ICa. Así, viendo la importancia que tiene la ICa sobre 

la corriente SK, se analizó el efecto de la variante rs1448818 sobre ella. El análisis reveló que 

los miocitos de los pacientes con la variante de riesgo en rs1448818 presentaban una corriente 

SK sensible a apamina menor que aquellos con la variante normal (Figura 6C-D), y la prueba 

ANOVA de medidas repetidas mostró una interacción significativa entre el voltaje y la 

variante de riesgo rs1448818 (p<0.001).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 6. Efecto de la variante rs1448818 sobre la corriente SK sensible a apamina. A) Registros 

representativos de ICa en pacientes sin y con variante de riesgo en rs1448818. B) Media de ICa en pacientes 

sin y con variante de riesgo en rs1448818. Para la comparación entre medias se ha utilizado la prueba t de 

student. El p-valor se da para la comparación entre barras, y el número de pacientes se muestra encima de 

cada barra. C) Registros representativos de las corrientes antes (control) y después de la aplicación de 

apamina (100 nM), en pacientes sin (parte superior) y con (parte inferior) variante de riesgo en rs1448818. 

D) Media de la corriente SK sensible a apamina en pacientes sin (n=8) y con (n=4) variante de riesgo en 

rs1448818. Para analizar el efecto de la variante de riesgo rs1448818 sobre la corriente SK sensible a 

apamina se utilizó la prueba ANOVA de medidas repetidas, que mostró una interacción significativa entre 

el voltaje y la variante rs1448818 (p<0.001).  
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Efecto específico de la variante rs13376333 de 1q21 sobre la corriente SK  

Después de ver el efecto de la variante rs1448818 sobre la corriente SK sensible a 

apamina, quisimos valorar el efecto específico de la variante de riesgo rs13376333 de 1q21 

sobre la corriente SK sensible a apamina, incluyendo solamente aquellos pacientes que 

presentaban la variante normal en rs1448818, es decir aquellos con una ICa normal. Como se 

puede apreciar en la Figura 7A-B, la variante de riesgo rs13376333 produjo una reducción 

sobre la corriente SK sensible a apamina. Además, la prueba ANOVA de medidas repetidas 

mostró que, a diferencia de lo que ocurría en la Figura 3, en este caso sí que existía una 

interacción significativa entre el voltaje y la variante de riesgo rs13376333 (p<0.0001).  

 
Figura 7. Efecto neto de la variante rs13376333 sobre la corriente SK sensible a apamina. A) 

Registros representativos de las corrientes antes (control) y después de la aplicación de apamina (100 nM), 

en pacientes sin (parte superior) y con (parte inferior) variante de riesgo en rs13376333. B) Media de la 

corriente SK sensible a apamina en pacientes sin (n=8) y con (n=7) variante de riesgo en rs13376333. Para 

analizar el efecto de la variante de riesgo rs13376333 sobre la corriente SK sensible a apamina se ha 

utilizado la prueba ANOVA de medidas repetidas, que mostró una interacción significativa entre el voltaje 

y la variante de riesgo (p<0.0001).  

 
 Por otro lado, como la presencia en las variantes de riesgo en rs1448818 o en 

rs13376333 han mostrado una disminución en la corriente SK sensible a apamina, se podría 

pensar que la presencia conjunta de estas 2 variantes podría tener un efecto sumatorio y que 

esta reducción fuese aún mayor, y por tanto más crítica para el desarrollo de arritmias. Sin 

embargo, tal como se puede apreciar en la Figura 8A-B y como demostró la prueba 

ANOVA para medidas repetidas, no existe una interacción significativa (p=1). 
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Figura 8. Efecto de la variante de riesgo rs13376333 sobre la corriente SK sensible a apamina en 

pacientes portadores de la variante de riesgo en rs1448818 de 4q25. A) Registros representativos de 

las corrientes antes (control) y después de la aplicación de apamina (100 nM), en pacientes sin (parte 

superior) y con (parte inferior) variante de riesgo en rs13376333. B) Media de la corriente SK sensible a 

apamina en pacientes sin (n=4) y con (n=4) variante de riesgo en rs13376333. Para analizar el efecto de la 

variante de riesgo rs13376333 sobre la corriente SK sensible a apamina en los pacientes con variante de 

riesgo en rs1448818 se ha utilizado la prueba ANOVA de medidas repetidas, que no ha mostrado una 

interacción significativa entre el voltaje y la variante de riesgo (p=1).  

 

 

Efecto de la inhibición de los canales SK3 sobre las despolarizaciones 

espontáneas de la membrana 

 Los resultados obtenidos hasta ahora apuntan a que la variante de riesgo en 

rs13376333 hace que el canal SK3 pierda funcionalidad, y una disminución de la corriente 

SK3 podría potenciar las despolarizaciones espontáneas de la membrana. De acuerdo con 

ello, la Figura 9A-B muestra que la aplicación de apamina (100 nM) aumentó 

significativamente las despolarizaciones espontáneas de membrana en el rango de potencial 

de reposo normal (entre -85 y -75 mV) (prueba de Wilcoxon pareada, p=0.03). En cambio, 

aunque también se apreció una tendencia a incrementar la frecuencia de despolarizaciones 

en el rango de potencial de reposo despolarizado (entre -75 y -65mV), no fue significativo 

(prueba de Wilcoxon pareada, p=0.056). Además, no se apreció una diferencia significativa 

en la amplitud de las despolarizaciones espontáneas de membrana después de la aplicación 

de apamina (Figura 9C).  
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Figura 9. Efecto de la inhibición de los canales SK3 con apamina sobre las despolarizaciones 

espontáneas de la membrana. A) Registros representativos de las despolarizaciones espontáneas de la 

membrana antes (control) y después de la aplicación de apamina (100 nM). B) Media de la frecuencia de 

despolarizaciones espontáneas de la membrana en control y con apamina. El número de pacientes se 

muestra debajo de cada barra. C) Media de la amplitud de las despolarizaciones espontáneas de la 

membrana en control y con apamina. El número de pacientes se muestra debajo de cada barra. Para la 

comparación de medias en cada variante se ha utilizado la prueba de Wilcoxon. El p-valor se muestra para 

cada comparación entre barras.  

 
 

Hallazgos principales 

Este estudio ha demostrado que la disminución de la ICa observada en pacientes con 

FA crónica y en pacientes que presentan la variante de riesgo en rs1448818, además se 

traduce en una reducción de la corriente SK sensible a apamina. Por otro lado, al analizar el 

efecto de la variante de riesgo rs13376333 teniendo en cuenta sólo al grupo de pacientes que 

presenta una ICa normal, i.e. sin FA y sin variante de riesgo en rs1448818, se ha demostrado 

que la presencia de riesgo en rs13376333 también produce una reducción en la corriente SK 

sensible a apamina. Además, mediante la técnica de inmunofluorescencia se demostró que 

los canales Cav1.2 están colocalizados con los canales SK3 mientras la distancia entre los 

RyR2 y los canales SK3 era superior. Finalmente, la inhibición de los canales SK3 con 

apamina se traduce en un incremento en la incidencia de las despolarizaciones de membrana 

inducidas por la liberación espontánea de calcio, pero no en su amplitud. 
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IV- INFLUENCIA DEL SEXO SOBRE LA HOMEOSTASIS 

INTRACELULAR DE CALCIO EN PACIENTES CON 

FIBRILACIÓN AURICULAR 

INTRODUCCIÓN 

Algunos estudios epidemiológicos de la FA han demostrado que, a diferencia de los 

hombres, las mujeres presentan una menor incidencia de esta arritmia y que su aparición se 

da 5 años más tarde que en los hombres (189–191). Sin embargo, debido al hecho de que la 

incidencia de AF aumenta exponencialmente a edades avanzadas y que la esperanza de vida 

de las mujeres es mayor, la edad de aparición en los 2 sexos converge a los 75 años (191,192). 

Aún así, el mecanismo por el cual la incidencia de FA aumenta de forma más significativa en 

las mujeres mayores de 70 años sigue sin estar claro. Dado que tanto la FA como el sexo se 

han asociado a ciertas alteraciones electrofisiológicas celulares bien definidas (3,193), es 

concebible que alguna de ellas contribuya a las diferencias relacionadas con el sexo en la 

incidencia de FA.  

La FA se ha asociado a numerosas alteraciones estructurales (194) y 

electrofisiológicas (3,195). En estudios que incluían una población mixta de pacientes de sexo 

masculino y femenino, la FA se ha relacionado con alteraciones en la homeostasis intracelular 

de calcio (4,5,165,196), incluyendo el mal funcionamiento del RS (4–7,175,196). Estos 

estudios han demostrado que los miocitos auriculares de pacientes con FA presentan una 

reducción de la ICaL (164–166), que acorta el PA, y por tanto reduce la duración del periodo 

refractario. Además, estos miocitos presentan una elevada incidencia de liberaciones 

espontáneas de calcio (4), que pueden inducir despolarizaciones espontáneas de la membrana 

arritmogénicas (175).  

Por ello, este estudio tiene como objetivo determinar la influencia específica del sexo 

sobre la homeostasis intracelular del calcio en un número importante de pacientes con y sin 

FA.  
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RESULTADOS 

Diferencias en las características clínicas entre pacientes de sexo 

femenino y masculino 

La reducción de la densidad de la ICa (164–166) y el incremento en la frecuencia de 

corrientes ITI (4,5,175) son características electrofisiológicas celulares de los miocitos 

auriculares de pacientes con FA que pueden estar influenciadas por el sexo. Por ello, para 

llevar a cabo el estudio electrofisiológico los pacientes se dividieron en hombres (n=189) y 

mujeres (n=78).  

 

 Mujeres Mujeres, FA Hombres Hombres, FA p-valor 

N 65 13 172 17  

Índex DAI* 2.30 [2.01;2.58] 2.96 [2.40;3.47] 2.19 [1.90;2.48] 2.56 [2.30;2.93] <0.001 

Edad* 74.0 [66.0;78.0] 75.0 [72.0;76.0] 67.5 [57.0;74.0] 71.0 [63.0;78.0] 0.001 

Tabaco* 7 (10.9%) 1(8.3%) 123(71.5%) 9(56.2%) <0.001 

Alcohol 0(0%) 0(0%) 19(11.2%) 1(6.25%) 0.035 

Hipertensión* 44 (67.7%) 8 (61.5%) 97 (56.7%) 11 (64.7%) 0.469 

Diabetes* 18 (27.7%) 4 (30.8%) 53 (31.0%) 4 (23.5%) 0.925 

Dislipemia 41 (63.1%) 6 (46.2%) 86 (50.6%) 9 (52.9%) 0.353 

FEVI* 60.0 [55.0;68.0] 63.0 [55.0;72.8] 60.0 [47.2;65.0] 56.0 [44.0;66.0] 0.136 

SVA* 39 (60.0%) 9 (69.2%) 78 (45.3%) 12 (70.6%) 0.035 

SVM/RVM 5 (7.69%) 1 (7.69%) 3 (1.74%) 1 (5.88%) 0.059 

CABG* 30 (46.2%) 4 (30.8%) 119 (69.2%) 9 (56.2%) 0.001 

IECA* 15 (23.1%) 6 (46.2%) 58 (33.7%) 9 (52.9%) 0.067 

E-Bloqueantes* 19 (29.2%) 6 (46.2%) 70 (40.7%) 8 (47.1%) 0.314 

ARA-II* 16 (24.6%) 3 (23.1%) 24 (14.0%) 2 (11.8%) 0.196 

Ca-antagonistas* 9 (13.8%) 1 (7.69%) 31 (18.0%) 2 (11.8%) 0.776 

Dicumarinas* 2 (3.08%) 7 (53.8%) 4 (2.34%) 13 (76.5%) <0.001 

Aspirina 29 (44.6%) 3 (23.1%) 93 (54.4%) 2 (11.8%) 0.002 

Estatinas 41 (63.1%) 6 (46.2%) 96 (56.1%) 9 (52.9%) 0.622 
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Tabla 1. Características clínicas de la población de estudio para el análisis electrofisiológico. Los 

valores categóricos corresponden al número de pacientes y el % de pacientes se da entre paréntesis. Los 

valores continuos corresponden a la mediana, con los cuantiles del 25 y 75% entre paréntesis. 

Abreviaciones: Índice DAI: índice diámetro aurícula izquierda; FEVI: fracción de eyección del ventrículo 

izquierdo; SVA: sustitución válvula aórtica; SVM/RVM: sustitución o reparación válvula mitral; CABG: 

coronary artery bypass graft o derivación aortocoronaria con injerto; IECA: inhibidor de la enzima conversora 

de la angiotensina; ARA-II: antagonistas de los receptores de angiotensina II. La significación estadística 

de las diferencias entre los 4 grupos de pacientes se da a la derecha de cada factor. * indica los factores de 

confusión incluidos en el análisis de regresión lineal en las figuras 2 y 4.  

 

Los datos clínicos y ecocardiográficos clave, así como los tratamientos 

farmacológicos están incluidos en la Tabla 1. Así, primero se determinó si existían diferencias 

dependientes de sexo en los factores de riesgo cardiovascular, en las enfermedades 

cardiovasculares concurrentes, en los datos ecocardiográficos, en los tratamientos 

farmacológicos o en el ritmo auricular.  

La Tabla 1 muestra que las pacientes de sexo femenino eran mayores, fumaban 

menos y no abusaban del alcohol. No hubo diferencias significativas entre sexos en lo que 

respecta a los tratamientos farmacológicos comunes. Sin embargo, se vio que en las mujeres 

se realizaba significativamente un menor número de cirugías de revascularización miocárdica, 

también conocida como derivación aortocoronaria con injerto (CABG, coronary artery bypass 

graft).  

Para excluir los potenciales factores de confusión de estas diferencias dependientes 

de sexo, o las diferencias en el efecto de los factores clínicos sobre la homeostasis del calcio, 

se realizó un análisis de regresión multivariante para determinar los efectos específicos del 

sexo y la FA sobre las mediciones electrofisiológicas.  

 

 

Efecto del sexo sobre la ICa y los ITI 

De acuerdo con resultados obtenidos anteriormente, si comparamos la amplitud de 

la ICa de pacientes con FA permanente con la de pacientes sin FA podemos ver que es 

significativamente inferior (-1.20r0.21 vs. -2.03r0.10 pA/pF, p<0.001, prueba t de Student  

no pareada) en aquellos con FA. Sin embargo, el análisis de regresión multivariado teniendo 

en cuenta los factores de confusión mostró que no existen interacciones significativas entre 
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la FA, el sexo o la FA y el sexo con la densidad de la ICa. Aún así, se vio una reducción 

significativa en la densidad de ICa en hombres con FA permanente, a diferencia de lo que se 

observó en mujeres con FA (Figura 1A-B).  

Cuando se analizaron las propiedades intrínsecas de la ICa, se demostró que ni el sexo 

ni la FA afectaban a la forma de la curva I-V en este grupo de pacientes (Figura 1C). Por el 

contrario, la constante de desaparición de la ICa se vio reducida significativamente en los 

hombres que presentaban FA (Figura 1D).  
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Figura 1. Efecto del sexo sobre la amplitud y propiedades de la ICa. A) Registros de ICa 

representativos de cada uno de los 4 grupos: hombres (registros de la izquierda) y mujeres (registros de la 

derecha), sin FA (registros azules) y con FA (registros rojos). B) Media de la densidad de ICa para cada 

uno de los 4 grupos. C) Curvas I-V para hombres y mujeres, con y sin FA. D) A la izquierda, se muestran 

registros superpuestos de la constante de desaparición de la ICa y a la derecha las medias de la constante 

de inactivación rápida (tau-1) de la ICa para cada grupo. Los valores están analizados y corregidos para los 

factores de confusión clínicos marcados en la Tabla 1 utilizando un modelo de regresión lineal. El p-valor 

se da para cada comparación entre barras, y el número de pacientes se muestra en cada barra. 

 

Para descartar que la diferencia apreciada en la amplitud de la ICa fuese debida a una 

diferencia en la expresión de los Cav1.2, estos se marcaron mediante la técnica de 

inmunofluorescencia. El análisis del marcaje inmunofluorescente reveló que la densidad de 

Cav1.2 era superior en la membrana que en el centro de la célula, pero evidenció que la 

diferencia en la amplitud de la ICa no se debía a una diferencia en la densidad de los Cav1.2 

entre los pacientes con y sin FA (Figura 2).  

 

 

Figura 2. La densidad de Cav1.2 es 5 veces superior en el sarcolema que en el centro de la célula, 

pero no se ve modificada por el sexo y la FA. A) Imágenes del centro de la célula (CC) y del sarcolema 

(SL) de miocitos auriculares aislados que presentan los Cav1.2 marcados mediante la técnica de 

inmunofluorescencia. B) Densidad de Cav1.2 en 74 miocitos auriculares de 21 pacientes masculinos 

(izquierda) y 22 miocitos auriculares de 7 pacientes femeninas (derecha) sin FA (barras azules) y con FA 

(barras rojas). La densidad de Cav1.2 del sarcolema se midió a menos de 0.75 Pm de la membrana, mientras 

que la densidad del centro de la célula se midió entre 1.5 y 4.5 Pm de la membrana. La densidad en el CC 

fue significativamente inferior (p<0.001) que en el SL, tanto en hombres como en mujeres con y sin FA 

(modelo de regresión lineal no ajustado).  
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El análisis multivariado de la frecuencia de ITI reveló una interacción significativa 

entre el sexo y la frecuencia de ITI (p<0.0001) y entre el sexo, la FA y la frecuencia de ITI 

(p=0.032). La frecuencia de ITI fue significativamente superior en mujeres que en hombres 

(p<0.001). Además, la frecuencia de ITI fue menor e idéntica en hombres con y sin FA, 

mientras que en mujeres la frecuencia fue superior en aquellas que presentan FA respecto a 

las que no presentaban la arritmia (Figura 3A-B). Cuando se analizaron las propiedades de 

los ITI, se evidenció que la amplitud también se veía selectivamente incrementada en mujeres 

con FA permanente (Figura 3C). Además, la Figura 3D nos muestra que el incremento en 

la incidencia de ITI es concurrente con una mayor incidencia de despolarizaciones 

espontáneas de la membrana en mujeres con FA.  
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Figura 3. Efecto del sexo sobre la frecuencia y propiedades de ITI y sobre las despolarizaciones 

espontáneas de la membrana. A) Registros representativos de corrientes ITI de los mismos pacientes 

que en la Figura 1, divididos en hombres (registros de la izquierda) y mujeres (registros de la derecha), sin 

FA (registros azules) y con FA (registros rojos). B) Media de la frecuencia de ITI para cada grupo. Los 

valores están corregidos teniendo en cuenta los factores de confusión clínicos indicados en la Tabla 1 

utilizando un modelo de regresión lineal. C) Registros representativos de la amplitud de ITI en hombres 

(registro negro) y mujeres (registro gris) con FA. La media de las amplitudes se muestra a la derecha. D) 

Registros de despolarizaciones espontáneas de la membrana de hombres (registros negros) y mujeres 

(registros grises) con FA. La media de la frecuencia de despolarizaciones espontáneas de membrana se 

muestra a la derecha.  Los p-valor se dan para la comparación entre barras, y el número de pacientes se 

muestra en cada barra.  

  

 Debido a que la FA paroxística y la FA permanente se han asociado a diferentes 

alteraciones en la homeostasis del calcio (196) se compararon sus efectos. Como se muestra 

en la Figura 4, las mujeres con FA paroxística y con FA permanente presentan un 

incremento similar en la frecuencia de ITI. Sin embargo, la amplitud de ICa se vio reducida en 

hombres con FA permanente, pero no en hombres con FA paroxística.  

 

 

Figura 4. Comparación de la amplitud de ICa y frecuencia de ITI entre pacientes con FA 

paroxística y pacientes con FA permanente. A) Estimación de la amplitud de ICa en miocitos de 

pacientes sin FA (No FA), con FA paroxística (FA parox) o FA permanente. B) Estimación de la 

frecuencia de ITI en miocitos de los mismos pacientes. Los valores están corregidos teniendo en cuenta 

los factores de confusión clínicos indicados en la Tabla 1 utilizando un modelo de regresión lineal. Los 

p-valor se dan para la comparación entre barras, y el número de pacientes se muestra en cada barra.  
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Efecto del sexo sobre las liberaciones espontáneas de calcio del RS 

Para determinar si el incremento de la frecuencia de ITI y de despolarizaciones 

espontáneas de membrana se debía a diferencias específicas de sexo en la susceptibilidad del 

RS para liberar calcio de forma espontánea, se analizaron la frecuencia y propiedades de los 

calcium sparks en miocitos auriculares de un grupo de pacientes. El análisis reveló una 

interacción entre la FA y la densidad de sparks (p<0.001) así como una interacción entre la 

FA, el sexo y la densidad de sparks (p=0.0037). En línea con la interacción diferencial 

encontrada entre el sexo, la FA y la frecuencia y propiedades de los sparks; la densidad de 

focos de sparks (Figura 5A-B), los sparks por foco (Figura 5C), el FDHM (Figura 5D) y el 

FWHM (Figura 5E) se vieron significativamente aumentadas en mujeres con FA respecto 

a las que no tenían FA. En cambio, no se observaron diferencias en estas propiedades entre 

hombres sin y con FA. En cuanto a la amplitud de los sparks se observó una tendencia, 

aunque no significativa, a ser mayor en mujeres sin FA que en mujeres con FA (Figura 5F).  

 

Figura 5. Efecto del sexo sobre la frecuencia y propiedades de los calcium sparks. A) Imágenes de 

miocitos auriculares humanos de pacientes sin (no FA) y con FA permanente. La localización de los focos 

donde se produjeron los calcium sparks está indicado con círculos y la señal de cada foco se muestra justo 

debajo, del mismo color que su círculo correspondiente. B) Densidad de focos de spark. C) Sparks/focoD) 

FDHM. E) FWHM. F) Amplitud de los sparks. Los valores están ajustados y el análisis estadístico se ha 

determinado utilizando un modelo de regresión lineal sin ajustar. El p-valor se muestra para cada 

comparación entre barras. El número de pacientes se muestra en cada barra.  
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Efecto del sexo sobre la regulación de la recaptación y contenido de 

calcio del RS  

La Figura 6A-B muestra que el contenido de calcio del RS liberado por cafeína, que 

regula la liberación espontánea de calcio del RS, no se vio afectado por el sexo y el ritmo 

auricular y que el sexo no tuvo efecto sobre el contenido de calcio del RS en pacientes con o 

sin FA permanente.  
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Efecto del sexo sobre la regulación de la recaptación y el contenido de calcio del RS. A) 

Registros representativos de la corriente NCX inducida por cafeína (10 mM) en la parte superior, y en la 

inferior su integral de tiempo para hombres y mujeres sin FA (en azul) y con FA permanente (en rojo). 

B) Contenido de calcio del RS estimado a partir de la integral de tiempo de la corriente inducida por 

cafeína. Los valores están corregidos para los factores de confusión clínicos marcados en la Tabla 1, y se 

ha utilizado un modelo de regresión lineal.  C) Expresión de la proteína SERCA. D) Expresión de la 

proteína NCX. En los paneles C-D, se muestra la cuantificación mediante densiometría de los niveles de 

proteína (parte superior), y los westerns blot representativos (parte inferior). Los niveles de proteína están 

normalizados a D-actinina. Los valores están ajustados y la significancia estadística se ha determinado 

utilizando un modelo de regresión lineal sin ajustar. El p-valor se muestra para cada comparación entre 

barras, y el número de pacientes se muestra en cada barra. 
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El análisis de la expresión de SERCA2a y NCX-1, que regulan el nivel de calcio 

citosólico, mostró que la expresión de SERCA2a fue significativamente superior en mujeres 

sin FA que en las que tenían FA permanente (Figura 6C). La expresión de NCX-1, en 

cambio, no fue significativamente diferente entre pacientes con y sin FA, y el sexo no afectó 

a la expresión de cada grupo (Figura 6D).  

Por otro lado, el análisis de la expresión y fosforilación de PLB, que regula la actividad 

de SERCA2a, mostró que los niveles de PLB eran significativamente superiores en hombres 

sin FA que con FA permanente. Esta misma diferencia también se mostró en la fosforilación 

de PLB-T17, mientras las diferencias en la fosforilación de PLB-S16 no fueron significativas 

(Figura 7).  

 

 

Figura 7. Efecto del sexo sobre la fosforilación y expresión de fosfolamban. A) Expresión de 

fosfolamban (PLB), normalizado a D-actinina. B) Niveles de PLB fosforilado en serina-16 (PLB-S16), 

normalizado a D-actinina. C) Niveles de PLB fosforilado en treonina-17 (PLB-T17), normalizado a D-

actinina. El p-valor se muestra para cada comparación entre barras, y se ha obtenido utilizando un modelo 

de regresión lineal no ajustado. El número de pacientes se muestra debajo de cada barra. 

 

Curiosamente, la expresión de CSQ-2, proteína que modula la actividad del RyR2, se 

vio reducida de forma significativa tanto en hombres como en mujeres con FA (Figura 8A-

B). Además, el análisis de CSQ-2 mediante la técnica de inmunofluorescencia mostró que la 

densidad de CSQ-2 fue superior en la membrana, tanto en miocitos auriculares de hombres 

como de mujeres (Figura 8C-D) y que había una interacción significativa entre la FA y la 

ratio CSQ-2/RyR2 (p<0.001).  
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Figura 8. Efecto del sexo sobre la expresión y distribución de calsecuestrina-2. A) Western blot 

representativos de calsecuestrina-2 (CSQ-2) y D-actinina. B) Cuantificación mediante densiometría de la 

expresión de CSQ-2 normalizada a D-actinina. C) Imágenes superpuestas de los RyR2 (en verde) y CSQ-

2 (en rojo). D)  La media de intensidad de la ratio CSQ-2/RyR2 medido a diferentes distancias del 

sarcolema (aportado debajo de las barras en Pm). En mujeres, los miocitos auriculares de las pacientes sin 

FA presentan mayor ratio que los de las mujeres que presentan FA (p=0.02), hallazgo que no ocurre en 

los hombres (p=0.06). La significación estadística se ha determinado utilizando un modelo de regresión 

lineal no ajustado. Las diferencias estadísticas entre parejas de AF y No AF están indicadas con ***: 

p<0.001, **: p<0.01, *: p=0.05. La n se muestra en la leyenda entre paréntesis.  
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Efecto del sexo sobre la fosforilación de los RyR2  

Para determinar si el incremento de calcium sparks en mujeres con FA podría ser causa 

de una diferencia en la fosforilación de RyR2, se midió la densidad y el estado de fosforilación 

de cada clúster de RyR2 en sus residuos ser2808 y ser2814. Este análisis mostró que al igual 

que CSQ-2, la densidad de RyR2 era superior en la membrana, pero que no había diferencias 

en su distribución entre hombres y mujeres con o sin FA (Figura 9A-B).  
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Figura 9. Efecto del sexo sobre la densidad y fosforilación del RyR2. A) Marcaje inmunofluorescente 

del RyR2. B) Media de la densidad de clústeres de RyR2. C) Superposición de imágenes de RyR2 totales 

(verde) y del RyR2 fosforilado en el residuo de ser2808 (en rojo). D) Media de la fosforilación del RyR2 

en ser2808 medida como la ratio de la intensidad de fluorescencia (ser2808/RyR2) para todos los clústeres 

de RyR2 a diferentes distancias del sarcolema (aportado debajo de las barras en Pm). La significación 

estadística entre pares de barras se indica con ***: p<0.001, **: p>0.01. El número de pacientes se 

encuentra entre paréntesis en la leyenda.  
 

Sin embargo, el análisis de regresión lineal mostró una interacción significativa entre 

la FA, el sexo y la ratio ser2808P/RyR2 (p=0.018) con un notable incremento en la 

fosforilación del RyR2 en el residuo ser2808 en las mujeres con FA, pero no en los hombres 

(Figura 9C-D). La fosforilación de RyR2 en el residuo s2814 es poco detectable en miocitos 

auriculares en reposo, y no se apreciaron diferencias en su fosforilación, medida como la 

ratio ser2814P/RyR2 en miocitos auriculares de 9 mujeres sin FA (0.21r 0.04) y 4 con FA 

permanente (0.16r0.05).  

 

 

Traducción de las diferencias sexo-específicas en la homeostasis del 

calcio 

Con el objetivo de determinar si las diferencias específicas de sexo que se han 

observado podían mantenerse con tratamientos farmacológicos dirigidos a controlar las 

liberaciones espontáneas de calcio, nos centramos en la modulación de los receptores de 

membrana. Se esperaría que la estimulación de estos produjese una mayor fosforilación cerca 

de la membrana, como pudimos observar en la Figura 9C-D. Primero, se manipuló la 

actividad de los receptores A2A, que como ya se ha visto anteriormente, son capaces de 

modular la liberación espontánea de calcio (5). La Figura 10A muestra que la activación de 

los receptores A2A con CGS21680 (200nM) incrementa la frecuencia de ITI en todos los 

grupos de pacientes, y que la prevención de la activación de los receptores A2A con ADA 

(2u/ml) la redujo en todos los grupos (Figura 10B). El efecto de ADA fue más pronunciado 

en mujeres, especialmente en aquellas que presentaban FA, donde la frecuencia de ITI se 

redujo hasta niveles observados en pacientes sin FA.  

El análisis de los pacientes tratados con bloqueantes de los receptores β-adrenérgicos, 

que podrían reducir la fosforilación en ser2808 (197), reveló que este tratamiento reducía 

claramente la frecuencia de ITI en mujeres con FA hasta niveles observados en pacientes sin 

FA (Figura 10C). El análisis de regresión lineal mostró una interacción significativa entre el 
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tratamiento con β-bloqueantes y la frecuencia de ITI (p<0.001), así como entre el tratamiento 

con β-bloqueantes, la FA y la frecuencia de ITI (p=0.009).  

Contrastando con estos resultados, la densidad de la ICa no se vio afectada por el 

tratamiento de miocitos con ADA (-1.87r0.24 vs. -1.87r0.20 pA/pF) o por el tratamiento 

con β-bloqueantes (-2.03r0.13 vs. -1.91r0.08 pA/pF). Además, ninguno de estos 

tratamientos fue capaz de revertir la reducción de ICa observada en hombres con FA, en los 

cuales ADA redujo la ICa un 17r10% y la frecuencia de ITI fue 37r11% menor en pacientes 

tratados con β-bloqueantes.  

 
Figura 10. La inhibición de los receptores A2A o el tratamiento con β-bloqueantes reduce la 

frecuencia de ITI en mujeres con FA. A) Efecto de la activación de los receptores A2A con CGS21680 

(200 nM) sobre la frecuencia de ITI. B) La prevención de la activación de los receptores A2A tratando los 

miocitos con ADA (2u/ml) reduce la frecuencia de ITI en mujeres con FA a niveles observados en 

pacientes sin FA. C) El tratamiento de los pacientes con β-bloqueantes (B-Block) reduce la frecuencia de 

ITI en mujeres con FA hasta niveles observados en pacientes sin FA. Los datos se analizaron utilizando 

un modelo de regresión lineal no ajustado. Los p-valor se muestran para cada comparación entre barras, 

y el número de pacientes se muestra en cada barra.  

 
 

Hallazgos principales 

Este estudio es el primero en analizar un elevado número de pacientes (267) con el 

objetivo de investigar la influencia específica del sexo sobre la homeostasis del calcio en 

miocitos auriculares humanos, teniendo en cuenta los efectos confusores de otros factores 

clínicos que podrían afectar a la ICa o a la incidencia de las corrientes ITI. Este análisis 

demostró que la ICa sólo se vio reducida en hombres con FA; mientras que permitió observar 

una mayor incidencia de ITI y despolarizaciones espontáneas de la membrana únicamente en 

mujeres, exacerbándose en aquellas con FA. Cuando se analizaron los mecanismos 

subyacentes que estaban detrás de estos hallazgos diferenciales, se vio que las mujeres con 

FA presentaban un incremento en las liberaciones espontáneas de calcio del RS ligado a un 
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mayor nivel de fosforilación del RyR2 en su residuo de ser2808. Además, la prevención de 

la activación de los receptores A2A con ADA (2u/ml) o el tratamiento de los pacientes con 

β-bloqueantes fueron capaces de reducir la frecuencia de ITI en mujeres con FA hasta niveles 

observados en pacientes sin FA.
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Hallazgos principales  

Siguiendo los objetivos de la tesis, en el Capítulo I y II analizamos el efecto de todas 

las variantes de riesgo de 4q25 sobre la ICa y la actividad eléctrica en miocitos auriculares 

humanos.  Mientras que los pacientes portadores de la variante de riesgo en rs1448818 (la 

más próxima a PITX2, considerada intrónica) (135,198,199) presentaban una reducción 

significativa en la ICa, los pacientes portadores de la variante de riesgo rs10033464 (situada 

unas 150 kb antes del extremo 5’ del promotor de PITX2) (198) presentaban un incremento 

significativo de la ICa. Por otro lado, el análisis del efecto de las variantes de riesgo de 4q25 

sobre los ITI mostró que los pacientes portadores de variante de riesgo en rs1448818 

presentaban una tendencia a reducir la frecuencia de ITI, mientras que los pacientes 

portadores de las variantes de riesgo en rs2200733, rs13143308 y rs10033464 presentaban un 

incremento significativo en la frecuencia de ITI. Teniendo en cuenta estos hallazgos en 

conjunto, el efecto parece estar asociado a la localización en la que se encuentran las variantes 

de riesgo, sugiriéndose un efecto inhibidor en la región del extremo en la que se encuentra la 

variante de riesgo rs1448818, y un efecto estimulador en la región central donde se 

encuentran las variantes de riesgo rs2200733, rs13143308 y rs10033464. Por otro lado, en el 

Capítulo III investigamos el efecto de la alteración en la homeostasis del calcio y de las 

variantes de riesgo 1q21 sobre la corriente SK3 y la actividad eléctrica en miocitos auriculares 

humanos. Se mostró que los pacientes con FA, los portadores de la variante de riesgo en 

rs1448818 de 4q25 y los portadores de la variante rs13376333 de 1q21 presentaban una 

reducción en la corriente SK sensible a apamina. Además, el bloqueo de los canales SK3 con 

apamina demostró que una disminución de la función de estos se traducía en un incremento 

de las despolarizaciones espontáneas de la membrana. Finalmente, en el Capítulo IV se 

analizó el efecto del sexo sobre la homeostasis intracelular del calcio en miocitos auriculares 

humanos. La FA se ha asociado a una disminución en la ICa (164–166) y a un incremento en 

las liberaciones espontáneas de calcio y las despolarizaciones espontáneas de la membrana 

(4,5,175). Sin embargo, el análisis demostró que la ICa sólo se vio reducida en hombres con 

FA; mientras que permitió observar una mayor incidencia de ITI y despolarizaciones 

espontáneas de la membrana únicamente en mujeres, exacerbándose en aquellas con FA.  
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Contextualización de los OR de las variantes de riesgo asociadas a FA 

con OR de otras arritmias o cardiomiopatías conocidas 
 Algunos estudios han relacionado algunas variantes de riesgo genético o mutaciones 

a enfermedades críticas, en las que la mortalidad de los pacientes que la presentan puede ser 

elevada. Entre los que se asocian a arritmias cardíacas, encontramos la asociación de un SNP 

en rs6684209 localizado en CASQ2 con la muerte súbita (OR=19) (200), la asociación de 

variantes truncadas raras de la proteína titina con la FA familiar temprana (OR=36.8) (201) 

o la asociación de mutaciones en el extremo C-terminal del dominio que forma el canal RyR2 

con la CPVT (OR=4.1)(202). Si lo comparamos con estas enfermedades, el efecto producido 

por los SNPs asociados a FA, que presentan OR que en general varían entre 1.2 y 1.7, será 

moderado (10). Así, no se esperaría que los pacientes que presentan estas variantes de riesgo 

presenten una mortalidad muy elevada, pero su presencia junto a otros factores de riesgo 

asociados previamente a la FA u otras variantes de riesgo genético podría facilitar la aparición 

de la enfermedad. Por otro lado, se ha asociado a fumadores pasivos (expuestos al humo de 

20 cigarrillos diarios) al riesgo de padecer un infarto con un OR de 1.58 (203), poniendo de 

manifiesto la relevancia de los SNPs como factor de riesgo.  

 

 

Papel de PITX2 sobre el efecto diferencial en la regulación del calcio 

intracelular apreciado en las variantes de la región 4q25 en función de su 

localización  

  Para valorar el efecto específico de las variantes de riesgo sobre la ICa y la frecuencia 

de ITI hemos hecho combinaciones de variantes, teniendo en cuenta aquellas que habían 

presentado un efecto en el modelo de regresión lineal a excepción de la variante rs6838973. 

Hemos tenido que ignorar el efecto de rs6838973 ya que sólo hay 10 pacientes que presentan 

la variante normal, por lo que no hubiera sido posible ver el efecto específico del resto de 

variantes. Así, en la Figura 1 hemos contrapuesto los efectos netos de las variantes de 4q25 

sobre la ICa y sobre la frecuencia de ITI, y podemos ver que la variante rs1448818 que es la 

más próxima al factor de transcripción PITX2 y que se superpone parcialmente a la región 

de codificación de PITX2 (135,198,199), presenta una reducción significativa de la ICa y una 

tendencia a reducir la frecuencia de ITI. En cambio, las variantes rs2200733, rs13143308 y 

rs10033464 situadas aproximadamente a 150 kb antes del extremo 5’ del promotor de PITX2 
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(198), presentan un incremento en la frecuencia de ITI, y rs10033464 también presenta un 

incremento significativo de la amplitud de ICa.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 1. Efecto específico de las variantes de riesgo en 4q25 sobre la ICa y frecuencia de ITI.  En 

la parte superior e inferior de la figura se muestran unas leyendas, en las que se indica para cada barra la 

combinación de variantes que presenta ese grupo de pacientes, siendo: 0=no presenta variante de riesgo; 

1=presenta variante de riesgo; -: incluye tanto los pacientes que presentan variante de riesgo como los que 

no. Encima de la leyenda superior se muestra la posición relativa de las variantes respecto a PITX2. El 

término upstream se refiere a que se encuentran antes del extremo 5’ del promotor de PITX2. El número 

de pacientes se muestra encima o debajo de cada barra. Para la comparación entre grupos se ha utilizado 

la prueba de Kruskal Wallis para ITI y ANOVA para ICa y los post-test correspondientes. Las diferencias 

significativas respecto al grupo control se muestran con *, siendo: *: p<0.05; ***:p<0.001 
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PITX2, codifica para un factor de transcripción involucrado en el desarrollo cardíaco 

y en la regulación de canales iónicos (136,137,144) cuya actividad está alterada en pacientes 

con FA (144,204). En humanos existen 3 isoformas de PITX2: PITX2a, PITX2b y PITX2c. 

PITX2a y PITX2b se producen a partir de un promotor común, mientras que PITX2c es el 

producto de un promotor alternativo y es la principal isoforma expresada en el corazón (143). 

La FA se ha asociado tanto a la subexpresión como a la sobreexpresión de PITX2 en 

humanos (144,204). La variabilidad de la expresión de PITX2 en pacientes con FA sugiere 

que existe un nivel crítico de PITX2 para la función auricular normal. Los mecanismos por 

los que PITX2 podría promover la FA son diversos ya que es un factor de transcripción que 

actúa en diferentes dianas (205). Varios estudios han asociado la deficiencia de Pitx2 con una 

mayor susceptibilidad a presentar arritmias auriculares (140,143,144). Por ejemplo, Kirchof 

et al. (143) asociaron la deficiencia de Pitx2c a un acortamiento de la duración del PA, que 

facilitaría el fenómeno de reentrada. Por el contrario, otro estudio demostró que los pacientes 

con FA crónica presentaban un incremento en la expresión de Pitx2c asociado a un 

incremento de la corriente IKs y una reducción en la corriente ICaL (204).  

Además, un estudio que analizó la estructura de 4q25 mostró que existían secuencias 

genómicas muy próximas a las variantes ligadas a FA que establecían complejas interacciones 

a larga distancia con los promotores de Pitx2, y que podían actuar como elementos 

reguladores de la transcripción tanto en cultivos como en embriones de ratón (206). Por otro 

lado, también se identificó el SNP rs2595104 como la variante funcional para el riesgo de FA 

en el locus rs1448818, y que la eliminación o modificación de la región que rodeaba a 

rs2595104 se asociaba a una reducción en la expresión de PITX2c (199). Sin embargo, 

también se identificaron 3 variantes (rs17042171, rs2200733 y rs6843082) que se asociaban 

a niveles alterados de PITX2a en aurícula derecha (207). De acuerdo con estos estudios y 

con los resultados obtenidos, podría ser que hubiese diferentes secuencias genómicas en 4q25 

que regulasen diferentes dianas o promotores, y por tanto tuviesen efectos funcionales 

diferentes, lo cual explicaría las diferencias apreciadas entre las variantes de la región de 4q25. 

También se podría explicar por la superposición parcial de la variante rs1448818 a PITX2, 

que se considera en parte intrónica, por lo que podría regular la actividad de PITX2 de forma 

distinta a las otras variantes situadas en la región intergénica.  

 Por otro lado, aunque el análisis de regresión lineal con distribución binomial negativa 

había mostrado un efecto significativo de la variante de riesgo rs6838973 sobre la frecuencia 

de ITI, en la Figura 1 no se aprecia ninguna diferencia respecto al control.  Aunque esto no 

permite descartar un efecto sobre la homeostasis del calcio, estos hallazgos sugieren que la 
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asociación de rs6838973 a FA también podría estar mediada por otro mecanismo. Esto no 

sería sorprendente ya que como se ha comentado anteriormente la alteración de PITX2 se 

ha relacionado con la alteración de la corriente IKS (204) así como la expresión de canales de 

Na+, K+ y conexina (144). 

 

 

La variante de riesgo en rs1448818 de 4q25 reduce la ICa en miocitos 

auriculares humanos 

 La reducción de la ICa es uno de los hallazgos asociados a FA (164–166), y se ha 

reportado que esta reducción puede producir aritmogénesis auricular debido a la reducción 

de la duración del PA y del periodo refractario (167–169). Por ello, la observación de una 

reducción similar en los pacientes sin FA portadores de la variante rs1448818 sugiere que 

este podría ser el mecanismo que contribuyese al posterior desarrollo de la FA en estos 

pacientes.  

Por otro lado, no se observó un efecto diferencial en la forma de la curva I-V, ni en 

la inactivación de ICa o la recuperación de su inactivación entre los pacientes que presentaban 

las variantes de riesgo y los que no. Estos resultados sugirieron que las propiedades de 

apertura y cierre de los Cav1.2 no se ven afectadas por la presencia de las variantes de riesgo 

de 4q25. En cambio, la cinética de la inactivación de la ICa, fue significativamente más lenta 

en pacientes portadores de la variante de riesgo en rs1448818 respecto a los no portadores. 

Además, el análisis de la asociación entre la amplitud de ICa y la constante de inactivación 

rápida (tau) confirmó una correlación positiva moderada. La inactivación de ICa es 

dependiente de calcio, por lo que se ve afectada tanto por la entrada de calcio a través de los 

Cav1.2 como por la liberación de calcio del RS (208). Dado que esta inactivación dependiente 

de calcio ocurre incluso cuando el calcio citosólico está tamponado (por ejemplo, con 

EGTA), está claro que el calcio que entra a través de los Cav1.2 puede ejercer una inactivación 

local sobre los mismos (208). Además, la cantidad de calcio que se libera del RS también 

depende de la cantidad de calcio que entra a través de los Cav1.2 (16). Así, cabría esperar que 

la menor amplitud de la ICa en los pacientes que presentan las variantes de riesgo en rs1448818 

enlenteciese la inactivación de la ICa.  

Las diferencias observadas en la amplitud de la ICa y su inactivación podrían deberse 

a una diferencia en la expresión de los Cav1.2 o alteraciones en su modulación neuro-

hormonal. En este sentido, existe cierta ambigüedad ya que hay estudios que han reportado 
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una reducción (209,210) mientras que otros no han apreciado diferencias (211). De acuerdo 

con este último estudio, nuestro análisis de la densidad de Cav1.2 no muestra diferencias 

significativas entre las diferentes variantes de riesgo de 4q25, sugiriendo que la causa de las 

diferencias apreciadas en la amplitud de la ICa radicaría en otros mecanismos reguladores de 

la actividad de los Cav1.2.  

Los pacientes portadores de la variante de riesgo en rs1448818 también presentaban 

una tendencia a la reducción de la frecuencia de ITI. Aunque no fue significativa, nos podría 

estar indicando que el mecanismo por el cual se produce una reducción de la actividad 

aparentemente generalizada podría ser por un mecanismo común como la activación de una 

PDE que degradara AMPc o una fosfatasa que redujese tanto la fosforilación de Cav1.2 como 

del RyR2. Además, podría ser que esa PDE o fosfatasa estuviese más cerca del complejo 

macromolecular de Cav1.2 y por tanto tuviese más efecto sobre la actividad de este que sobre 

la actividad del RyR2.  

De acuerdo con ello, se ha descrito que la mayoría de las proteínas del corazón tienen 

múltiples lugares de fosforilación, y que el estado de fosforilación de cada una de ellas 

depende de un equilibrio dinámico local entre la actividad de múltiples quinasas y fosfatasas 

organizadas en complejos macromoleculares (212). En el corazón, mayormente encontramos 

PP1, PP2A y PP2B (conocida también como calcineurina) (213). Un estudio, ya asoció la 

disminución de la ICa apreciada en pacientes con FA a una desfosforilación de Cav1.2 mediada 

por el incremento de la actividad de fosfatasas (214). Otro estudio mostró que la inhibición 

de la unión de PP2A al Cav1.2 mediante péptidos inhibidores aumentaba la ICa, sugiriendo 

que la PP2A podría tener un papel importante en su regulación (215). Sin embargo, la 

inhibición de PP2A con ácido okadaico aumentó la probabilidad de apertura de los Cav1.2 

en pacientes sin FA, pero no en aquellos que presentaban FA crónica (216). Además, gracias 

a la técnica de inmunofluorescencia, se ha descrito que las subunidades reguladoras de PP2A 

tienen diferentes localizaciones, mientras que algunas están cerca de las líneas Z otras están 

más próximas al núcleo (217). Estos hallazgos sugieren que la regulación funcional de PP2A 

es espacialmente heterogénea, y que los mecanismos por los que la PP2A podría regular la 

ICa son más complejos de lo que podrían parecer.  

Un incremento en la actividad o expresión de las PDEs también podría contribuir en 

la disminución de la ICa. Sin embargo, la FA se ha asociado a una menor actividad de la PDE4 

con capacidad de inducir respuestas arrítmicas en miocitos y tejido auricular humano (218).  
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Por otro lado, varios estudios han relacionado un incremento del estrés oxidativo en 

el tejido auricular con el desarrollo de la FA, sugiriendo que podría tener un papel importante 

en el fenómeno de remodelado (219,220). Además, en diferentes estudios con modelos 

animales de FA se han apreciado cambios en el estado de oxidación (221,222), y se ha 

demostrado que los cambios en el estado redox intracelular de los miocitos de pacientes con 

FA podían contribuir a la reducción de la ICa (223). El glutatión es el agente reductor 

endógeno más abundante y es un modulador crítico del estado redox, por lo que alteraciones 

en los niveles de glutatión celular pueden tener consecuencias importantes para el estado 

redox. En este sentido, otro estudio reciente ha asociado la FA al estrés oxidativo y a una 

disminución de los niveles de glutatión auricular (224), fenómenos que podrían estar detrás 

de la reducción de la ICa observada en los pacientes con variantes de riesgo en rs1448818. Por 

otro lado, un estudio sugirió que el incremento de ROS debido a una disfunción mitocondrial 

estaba implicado en la oxidación del RyR2, aumentando la liberación espontánea de calcio y 

el desarrollo de FA (225).  Por tanto, este último hallazgo no iría de acuerdo con una 

tendencia a reducir la frecuencia de ITI producidos por las liberaciones espontáneas de calcio.  

Finalmente, el Cav1.2 está compuesto por la unidad CavD1.2 que forma el poro del 

canal, y por las subunidades accesorias CavE2 y CavD2G, por lo que la alteración de cualquier 

subunidad accesoria del canal CavD1.2 podría alterar su función. Concretamente, la 

subunidad CavE2 es conocida por regular el tráfico de los canales Cav1.2 a través de la 

membrana celular (226,227), su internalización (228) y sus propiedades de apertura (226,227). 

Bajo condiciones de estrés, las propiedades de CavE2 pueden verse alteradas, afectando así al 

anclaje, movilidad intracelular y función del complejo multiproteico de Cav1.2.  

Teniendo en cuenta los hallazgos del presente estudio, los mecanismos subyacentes 

más prometedores para explicar los efectos funcionales de la variante rs1338818 podrían ser 

la activación de alguna fosfatasa o la alteración de la subunidad CavE2.   

 

 

Las variantes de riesgo en rs2200733, rs13143308 y rs10033464 de 4q25 

aumentan la frecuencia de ITI en miocitos auriculares humanos 

 Las variantes rs2200733, rs13143308 y rs10033464 se encuentran a unas 150 kb de 

PITX2 (135,198), y realizamos su análisis en conjunto ya que segregan juntas genéticamente. 

Así, siempre que hay una variante de riesgo en rs13143308, hay una variante de riesgo en 
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rs2200733 o en rs10033464. Por esta razón, el efecto apreciado en la variante rs13143308 

tendrá la influencia de las variantes rs2200733 y rs10033464.  

El incremento en la frecuencia de ITI también es una característica asociada a los 

miocitos auriculares de pacientes con FA, y se ha demostrado que puede ser potencialmente 

arritmogénica (4,5,175). Dado que los portadores de las variantes de riesgo en rs2200733, 

rs13143308 o rs10033464 han mostrado una frecuencia significativamente superior de ITI en 

comparación con aquellos pacientes portadores de la variante normal este mecanismo podría 

contribuir al posterior desarrollo de FA. Además, estos hallazgos podrían proporcionar una 

explicación mecanística para los estudios que han demostrado que la terapia de ablación 

presenta una eficacia menor en los pacientes portadores de variantes de riesgo en rs2200733 

y rs10033464 (146,147). Si el mecanismo por el cual se desarrolla la actividad ectópica es un 

incremento en las liberaciones espontáneas de calcio del RS que produce un incremento en 

la frecuencia de ITI que a su vez puede inducir DADs en todo el miocardio auricular, es fácil 

pensar que la terapia de ablación no sea efectiva en estos pacientes. Por otro lado, un estudio 

también demostró que los pacientes portadores de la variante normal en rs10033464 

respondían mejor al tratamiento con antiarrítmicos de clase III, mientras que los pacientes 

portadores de la variante de riesgo en rs10033464 respondían mejor a los antiarrítmicos de 

clase I (148). Dado que el mecanismo de acción de los antiarrítmicos de clase I consiste en 

bloquear los canales de Na+, se esperaría que este tratamiento fuese efectivo en los pacientes 

portadores de la variante rs10033464 ya que incrementaría el umbral de descarga de los 

canales de Na+, disminuyendo así la capacidad de las corrientes ITI de desencadenar 

potenciales de acción espontáneos.  

Los ITI son el resultado de la expulsión a través de NCX-1 del calcio liberado de 

forma espontánea del RS. Por tanto, detrás de este incremento en la frecuencia de ITI hay un 

incremento en las liberaciones espontáneas de calcio del RS a través del RyR2. Además, ya 

mostramos la asociación de la variante de riesgo en rs13143308 con un incremento de las 

liberaciones espontáneas de calcio y de la actividad eléctrica en miocitos auriculares humanos 

(13). Algunos de los mecanismos que pueden incrementar la probabilidad de apertura del 

RyR2 son: su activación por el calcio luminal del RS (61,229,230), un incremento en la 

fosforilación del RyR2 (5–7,175) y/o un incremento del contenido de calcio del RS (196,231). 

De acuerdo con esto, los hallazgos de este estudio han demostrado un incremento en la 

fosforilación del RyR2 en su residuo ser2808 en los pacientes portadores de la variante de 

riesgo en rs13143308 y en rs2200733. Por el contrario, no se apreciaron diferencias 

significativas en el análisis de la fosforilación del RyR en ser2814 entre pacientes portadores 
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de las variantes y no portadores. Por otro lado, las variantes de riesgo en rs13143308 y 

rs10033464 mostraron un incremento en el contenido de calcio del RS. Esto sugiere que la 

variante de riesgo en rs2200733 y en rs10033464 producen un incremento de las liberaciones 

espontáneas de calcio por diferentes mecanismos, mientras que en el caso de los portadores 

de la variante de riesgo en rs2200733 el mecanismo responsable apuntaría a ser un 

incremento en la fosforilación del RyR2 en ser2808, en el caso de los portadores de la variante 

de riesgo en rs10033464 el mecanismo responsable parece ser un incremento en el contenido 

de calcio del RS. Además, estos hallazgos cuadrarían con el hecho de que la variante 

rs13143308, que incluye tanto los pacientes con variante de riesgo en rs2200733 como los 

pacientes con variante de riesgo en rs10033464, presentan tanto un incremento en la 

fosforilación del RyR2 en ser2808 como un incremento en el contenido de calcio del RS.  

Por otro lado, la variante de riesgo en rs10033464 es la única que ha presentado un 

incremento significativo de la amplitud de ICa. En este sentido, se ha visto que la fosforilación 

de Cav1.2 por la vía de PKA incrementa la amplitud de la ICa hasta 3-4 veces en cardiomiocitos 

de mamíferos (232,233). Además, un estudio demostró que la fosforilación de Cav1.2 en 

Ser1700 es crucial para la regulación E-adrenérgica y la homeostasis del calcio (234). Así, la 

fosforilación del Cav1.2 podría ser el mecanismo responsable del incremento de la amplitud 

de ICa apreciada en los pacientes con la variante de riesgo en rs10033464. Por tanto, el 

incremento de la amplitud de ICa apreciado en los portadores de la variante de riesgo en 

rs10033464 que se acompaña de un incremento de la frecuencia de ITI, podría explicarse por 

un incremento generalizado de la fosforilación en estos pacientes. Sin embargo, aunque se 

ha visto un incremento significativo de la fosforilación en pacientes portadores de las 

variantes de riesgo rs2200733 o rs13143308, los datos para la variante de riesgo rs10033464 

no apoyan a esta hipótesis.  

Por ello, hay que considerar los mecanismos fisiopatológicos que pueden afectar a 

diversas proteínas entre las cuales se encontraría el RyR2, así como los mecanismos 

fisiopatológicos que podrían afectar al RyR2 de forma selectiva. La sensibilidad del RyR2 a 

la concentración de calcio intracelular está regulada por sus proteínas accesorias asociadas, 

entre las cuales encontramos la FKBP12.6, la CaM y la CSQ2, que pueden inducir cambios 

conformacionales que alteren la probabilidad de apertura o cierre del RyR2. A su vez, la 

unión de las proteínas accesorias al RyR2 está regulada por la fosforilación reversible del 

RyR2, controlada por quinasas como la PKA y la CaMKII y fosfatasas como la PP1 o PP2A 

(235,236). Por ejemplo, la unión de la FKBP12.6 al RyR2 estabiliza el complejo 

macromolecular tetramérico, ayudando a mantener cerrado el RyR2 durante la fase de reposo 
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del miocito (54,237). En relación con esto, un estudio describió que en los pacientes con FA 

crónica los niveles de FKBP12.6 fueron un 50% inferiores, lo que explicaría la mayor 

probabilidad de apertura de los RyR durante la diástole en estos pacientes (6).  

Además de la regulación por parte de las proteínas accesorias, las modificaciones 

post-traduccionales como la oxidación o la fosforilación también pueden tener un impacto 

en la función del RyR2. Por un lado, cuando el RyR2 se expone a ROS y se oxida, la liberación 

espontánea de calcio aumenta, proceso que se revierte cuando se reduce la oxidación 

(238,239). Por otro lado, las liberaciones espontáneas de calcio asociadas a la FA se han 

relacionado con la fosforilación del RyR2 en el residuo ser2808 producida por PKA (5,6), así 

como a la fosforilación del residuo ser2814 por CaMKII (7). Además, también se ha descrito 

un incremento en la expresión y actividad de CaMKII en modelos animales de FA (240,241), 

así como en pacientes con FA crónica (7,175,242). Sin embargo, el análisis en la fosforilación 

de RyR2 en ser2814 no ha mostrado diferencias entre las variantes normales y de riesgo, por 

lo que podría sugerir que no es el mecanismo subyacente implicado.  

En cuanto a los mecanismos que pueden incrementar la fosforilación generalizada, 

el incremento de AMPc debido a la activación de diferentes receptores acoplados a proteínas 

Gs (receptores adrenérgicos, colinérgicos o purinérgicos, entre otros) activaría la PKA, que 

a su vez fosforilaría varias proteínas involucradas en el proceso de excitación-contracción 

entre las cuales encontramos los Cav1.2, los RyR2, PLB, la TnI y la proteína C de unión a la 

miosina.  La fosforilación de PLB supondría una recaptación más rápida de calcio hacia el 

RS, incrementando así el contenido de calcio del RS (2). Así, la fosforilación de PLB podría 

explicar el incremento del contenido de calcio del RS apreciado en los portadores de la 

variante de riesgo rs13143308 o de la variante de riesgo en rs10033464. 

En este caso, la alteración de las PDEs también podría jugar un papel importante, ya 

que son las encargadas de hidrolizar el AMPc cuando se produce un incremento inducido 

por la activación de los receptores acoplados a proteínas G. Se ha demostrado que tanto 

PDE3 como PDE4 contribuyen a la hidrólisis del AMPc en la aurícula humana, por lo que 

ayudan al control de la contractibilidad cardíaca y de la actividad eléctrica (218,243). Además, 

uno de estos estudios demostró que la inhibición de PDE4 en miocitos auriculares humanos 

incrementaba la frecuencia de calcium sparks y calcium waves (218). 
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Figura 2. Resumen gráfico de los principales hallazgos de los Capítulos I y II. Creado con 

Biorender.com 

 

 

Papel de los niveles de ADO y la actividad de ADA en plasma sobre el 

incremento de la frecuencia de ITI apreciado en las variantes rs2200733, 

rs13143308 y rs10033464 

Estudios previos de nuestro laboratorio demostraron que los pacientes con FA 

presentaban un incremento de la expresión de receptores A2A en tejido auricular (5), 

sugiriendo que estos podían tener un papel importante en el desarrollo de FA. Otro estudio 

publicado recientemente, demostró que los pacientes con FA presentaban hasta 2.5 veces 

más ADO en plasma que aquellos que no presentaban FA. Además, en el mismo estudio se 

demostró que la actividad de ADA en plasma se reducía un 38% en pacientes que 

presentaban FA respecto a los que no (178). Sin embargo, sigue sin estar claro si el 

incremento en la expresión de los receptores A2A y los niveles de ADO son una causa o una 

consecuencia de la enfermedad.  

De acuerdo con esto y con los mecanismos descritos anteriormente, el análisis de los 

niveles ADO y la actividad de ADA en plasma mostró que los pacientes portadores de 



DISCUSIÓN 
 

164 
 

variante de riesgo en rs2200733 y rs13143308 presentaban una reducción significativa de la 

actividad de ADA. Estudios previos de nuestro laboratorio demostraron que la 

administración de ADA era capaz de reducir significativamente la frecuencia apreciada en 

situación control, sugiriendo que la ADO endógena era capaz de estimular los receptores A2A 

(5). Así, una reducción de la actividad de ADA conlleva una menor degradación de ADO, 

por lo que esta última podría ser capaz de estimular los receptores A2A produciendo un 

incremento en la fosforilación del RyR2 en ser2808 por la vía de PKA, y consecuentemente 

un incremento de las liberaciones espontáneas de calcio del RS y de la frecuencia de ITI. 

Curiosamente, la actividad de ADA estaba reducida en los pacientes portadores de las 

variantes de riesgo en rs2200733 y rs13143308, que fueron los mismas que presentaron un 

incremento en la fosforilación del RyR2 en ser2808. Estos hallazgos sugieren que la 

reducción de la actividad de ADA podría estar detrás del aumento de la fosforilación del 

RyR2, del incremento del contenido de calcio del RS y, por tanto, de la actividad eléctrica 

apreciada en este estudio. Los pacientes portadores de la variante de riesgo en rs10033464 

también mostraron una tendencia a la reducción de la actividad de ADA, aunque no fue 

significativo.  

Por otro lado, si se pudiese detectar el incremento de los niveles de ADO en plasma 

en los pacientes que tienen riesgo de padecer FA pero que aún no han desarrollado la 

enfermedad, se podría utilizar como biomarcador para la detección precoz y la realización de 

un tratamiento preventivo. Sin embargo, este estudio no muestra diferencias en los niveles 

de ADO en plasma entre los pacientes que presentan variante de riesgo y los que no, por lo 

que este parámetro no sería útil como biomarcador. 

 

 

Las alteraciones en la homeostasis del calcio tienen un efecto sobre la 

corriente SK sensible a apamina en miocitos auriculares humanos 

Los canales SK se activan por los cambios en la concentración intracelular de calcio 

que se producen durante el latido cardíaco por vía de la CaM (179), por lo que cabe esperar 

que si se produce una reducción en el calcio intracelular su función también se vea 

disminuida. De acuerdo con esto, el estudio del Capítulo III demostró que la disminución de 

la ICa observada en pacientes con FA crónica y en pacientes portadores de la variante de 

riesgo en rs1448818 también se traducía en una disminución de la corriente SK sensible a 

apamina. Además, mediante la técnica de inmunofluorescencia se demostró la colocalización 
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de los Cav1.2 y los canales SK3 en miocitos auriculares humanos, confirmando la importancia 

de los Cav1.2 en la regulación de la corriente SK. Por otro lado, existen estudios en modelos 

murinos que demuestran que el calcio liberado a través de los RyR2 del RS es necesario para 

la activación de los canales SK (184,185). Por tanto, aunque la técnica de 

inmunofluorescencia no demostrase una colocalización de los canales SK3 y los RyR2, no se 

puede descartar que parte de la función de los canales SK esté regulada por CICR.  

Por otro lado, existe controversia sobre el mecanismo por el cual los canales SK 

contribuyen al desarrollo de la FA. Algunos estudios demuestran un aumento en la expresión 

y función de los canales SK en modelos animales de FA (153,186). En cambio, otros estudios 

han asociado la FA crónica con una disminución en la expresión de los canales SK1, SK2 y 

SK3, y con una disminución de la corriente SK sensible a apamina (152,188). Juntos, estos 

estudios demuestran que tanto el aumento como la disminución de la expresión y función de 

los canales SK puede resultar en un incremento de la susceptibilidad a presentar FA. Así, un 

incremento en la expresión y función de estos podría resultar en una disminución del periodo 

refractario auricular, y por tanto favorecer la aparición de arritmias por un mecanismo de 

reentrada. En cambio, la disminución de la expresión y función de los canales SK podría 

resultar en un retraso en la repolarización, resultando en una mayor facilidad para llegar al 

umbral de descarga y producir despolarizaciones espontáneas de membrana que también 

podrían ser críticas para el desencadenamiento de arritmias. En este sentido, los hallazgos de 

nuestro estudio van de acuerdo con los estudios que habían asociado previamente la FA 

crónica a una disminución en la corriente SK sensible a apamina (152,188).  

 

 

La variante de riesgo rs13376333 de 1q21 tiene un efecto per se sobre la 

corriente SK sensible a apamina en miocitos auriculares humanos 

Después de ver que las alteraciones en la homeostasis del calcio influían en la 

corriente SK sensible a apamina, se analizó el efecto de la variante rs13376333 sobre la 

corriente SK sensible a apamina en pacientes sin alteraciones en la homeostasis del calcio por 

FA o por la presencia de la variante de riesgo en rs1448818, es decir en aquellos que 

presentaban una ICa normal. El análisis reveló que aquellos pacientes que portaban la variante 

de riesgo en rs13376333 presentaban una reducción de la corriente SK sensible a apamina, 

sugiriendo que la presencia de la variante de riesgo produce una reducción en la función del 

canal SK. No obstante, no pudimos demostrar si esta disminución en la corriente SK sensible 
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a apamina también se acompañaba de una reducción en la densidad de canales SK. Los 

canales SK, al igual que muchas otras proteínas de membrana, forman complejos 

macromoleculares en los que interaccionan varias proteínas entre las cuales encontramos la 

CaM, D-actinina (244), la filamina A (187) y la cadena ligera de la miosina (MLC2) (245). Los 

canales SK2 cardíacos se unen a los Cav1.2 y Cav1.3 a través de la D-actinina. Por esta razón, 

cualquier alteración en la expresión o actividad de alguna de las proteínas que interaccionan 

con el canal SK2 podría regular su expresión y función (187,244,245). Por ejemplo, se ha 

demostrado que una disminución en la D-actinina o en la filamina A han resultado en una 

disminución en la expresión de los canales SK2 (187,244). Por otro lado, la caseína kinasa II 

(CK2) y la PP2 se han identificado como proteínas de unión del canal SK2 (246). Estas 

últimas regulan la sensibilidad del canal SK2 fosforilando o desfosforilando la CaM (181). 

Un estudio reciente también ha asociado la junctofilina tipo 2 (JP2) a los canales SK2 de los 

cardiomiocitos (247). En conclusión, a parte de una reducción de la expresión de los canales 

SK3, hay varios factores que podrían estar detrás la reducción en la corriente SK sensible a 

apamina observada en los pacientes con la variante de riesgo en rs13367333, por lo que habría 

que seguir estudiando y profundizando en los mecanismos responsables de esta reducción.  

Por otro lado, se podría esperar que la reducción en la corriente SK sensible a 

apamina debida a la reducción de la ICa apreciada en los pacientes portadores de variante de 

riesgo rs1448818 junto a la reducción de la corriente SK sensible a apamina que presentan 

los pacientes portadores de variante de riesgo en rs13376333 podría tener un efecto 

sumatorio. Sin embargo, el grupo de pacientes que presentaba ambas variantes de riesgo 

mostró la misma reducción de la corriente SK sensible a apamina que los pacientes que sólo 

tenían variante de riesgo en rs1448818. 

 Teniendo en cuenta que una reducción de la corriente de calcio en pacientes con FA 

o en portadores de la variante rs1448818 acortaría la duración del PA, mientras que una 

reducción de la corriente SK3 en pacientes con FA o en portadores de la variante de riesgo 

rs13376333 aumentaría la duración del PA, es probable que la variante de riesgo rs13376333 

se haya asociado a la FA debido a que la disminución de su función supondría un retraso en 

la repolarización de potenciales de membrana espontáneos inducidos por la liberación de 

calcio, que facilitaría la inducción de potenciales de acción espontáneos y arritmias. De 

acuerdo con ello, la inhibición de los canales SK con 100 nM apamina aumentó la frecuencia 

de despolarizaciones espontáneas de la membrana respecto a la frecuencia registrada en 

situación control.    
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 Así, una terapia farmacológica dirigida a restaurar la función de los canales SK3 en 

los pacientes portadores de la variante de riesgo en rs13376333 podría ser una terapia 

preventiva efectiva para evitar el desarrollo de FA, o para tratar aquellos pacientes que 

presentan FA de forma clínica y que presentan esta variante de riesgo.  

 

 

El sexo tiene un efecto diferencial sobre la ICa y la frecuencia de ITI en 

miocitos auriculares de pacientes con FA  

Efecto del sexo sobre la ICa 

Mientras se ha estudiado el efecto que puede tener la enfermedad de la válvula mitral 

(162), la edad (248) o la función del ventrículo izquierdo (249) sobre la ICa o la frecuencia de 

ITI en miocitos auriculares humanos, los estudios que se refieren a los efectos del sexo sobre 

la homeostasis del calcio únicamente se han realizado en modelos animales (250–252).  

Así, se ha visto que un incremento de los niveles de testosterona puede reducir la ICa en 

miocitos ventriculares de cobaya (252), apuntando a que existen diferencias específicas de 

sexo que afectan a la ICa en animales sanos. En contraste con este hallazgo, nosotros hemos 

visto que el sexo no afecta a la ICa en miocitos auriculares humanos cuando se tienen en 

cuenta los efectos confusores de los factores clínicos de la Tabla 1 del Capítulo IV. Sin 

embargo, al realizar la comparación por pares de cada grupo de pacientes, se vio una 

reducción significativa de la ICa en hombres con FA, pero no en mujeres. Por tanto, el efecto 

de la FA sobre la ICa demostrada en algunos estudios que incluían ambos sexos (164,165), 

podría ser debido a la contribución de los hombres en la población de estudio. El sexo no 

presentó un efecto diferencial en la forma de la curva I-V, ni en pacientes con FA ni en 

aquellos sin FA, sugiriendo que el sexo no afecta ni a la densidad ni a las propiedades de 

apertura de los Cav1.2. No obstante, al analizar la cinética de la inactivación de la ICa, esta fue 

significativamente más lenta en hombres con FA que en mujeres con FA. Teniendo en cuenta 

que la liberación de calcio del RS modula la constante de desaparición rápida de la ICa, el 

hecho de que la inactivación sea más rápida en mujeres que en hombres con FA podría ser 

debido a que estas presentan un incremento de liberaciones espontáneas de calcio del RS 

(ver en el siguiente apartado). Por otro lado, también podría ser debido a que las mujeres con 

FA presentan una insignificante reducción de la ICa, mientras que sería de esperar que la 

significativa reducción en la amplitud de la ICa que presentan los hombres con FA hiciese 
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más lenta la inactivación en este grupo. Esta reducción observada en los hombres con FA 

podría ser debida a una disminución en la expresión de los Cav1.2, aunque existe ambigüedad 

sobre este concepto ya que algunos estudios han reportado una reducción (209,210) mientras 

que otros no han encontrado diferencias (211). En este estudio, hemos visto que la reducción 

de la ICa en hombres con FA no coincide con una menor densidad de Cav1.2, apuntando a 

otros factores como podrían ser el estrés oxidativo (224) o CavE2 (253) como potenciales 

moduladores de la amplitud de ICa en hombres con FA. 

 

Efecto del sexo sobre las liberaciones espontáneas de calcio del RS 

Cuando tenemos en cuenta los efectos confusores de otros factores clínicos, tanto el 

sexo de forma individual, como el sexo junto a la FA, presenta una interacción significativa 

con la frecuencia de ITI. El sexo masculino apenas afecta a la frecuencia de ITI cuando 

comparamos pacientes con y sin FA. En cambio, la frecuencia de ITI fue significativamente 

superior en mujeres que en hombres sin FA, e incrementó notablemente en mujeres con FA. 

Además, la amplitud de los ITI aumentó de forma significativa en mujeres con FA, 

incrementando así la capacidad de los ITI para inducir despolarizaciones espontáneas de la 

membrana. En relación con este hallazgo, la incidencia de despolarizaciones espontáneas de 

membrana en pacientes con FA fue 2 veces superior en mujeres que en hombres. De acuerdo 

con el rol que tienen las hormonas sexuales femeninas sobre la regulación de las 

despolarizaciones espontáneas de membrana, se ha demostrado en miocitos de cobaya que 

la ovariectomía puede inducir alteraciones en la homeostasis del calcio y un aumento en la 

incidencia de despolarizaciones espontáneas de membrana (250). Esto podría ir de acuerdo 

con la elevada incidencia de despolarizaciones de membrana en mujeres mayores con FA, 

pero no explicaría el por qué la incidencia de liberaciones espontáneas de calcio en hombres 

es menor. Por tanto, se necesitarían más estudios para poder explicar de qué forma afectan 

las hormonas sexuales a la homeostasis de calcio en miocitos auriculares.  

El análisis de los mecanismos subyacentes a la elevada frecuencia de ITI en los 

miocitos auriculares de nuestro estudio demostró que el número de spark sites fue 

significativamente superior en mujeres, pero no en hombres con FA. Este hallazgo coincidió 

con que los sparks eran más anchos y duraban más, fenómenos que podrían facilitar su fusión 

en ondas de calcio, desencadenando un intercambio electrogénico Na-Ca y despolarizaciones 

de membrana. La elevada densidad de spark sites en mujeres con FA no fue desencadenada 

por una sobrecarga de calcio en el RS, ya que ni el sexo ni la presencia de FA causó un efecto 
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significativo en la liberación de calcio del RS sensible a cafeína, tal como se había visto en 

estudios previos (4,5,175). Por otro lado, el análisis mediante western blot reveló que la 

expresión de SERCA2a fue significativamente superior en mujeres sin FA, pudiendo explicar 

que la amplitud de los calcium sparks fuese superior en las mujeres sin FA. No se encontraron 

diferencias significativas en la expresión de NCX-1 o PLB cuando se compararon en mujeres 

con y sin FA, al igual que tampoco en la fosforilación de PLB en ser16 o thr17, descartando 

que los hallazgos fuesen consecuencia de una alteración en la recaptación de calcio del RS. 

Tal como se ha demostrado en algunos estudios, la recaptación de calcio del RS también se 

podría ver incrementada por la disminución de la expresión de sarcolipina en presencia de 

FA (249,254), pero la inexistencia de diferencias en las mediciones que realizamos de la carga 

de calcio del RS, tanto en hombres como en mujeres con FA, no apoyó esta teoría.  

Sin embargo, al medir los niveles de CSQ-2, se percibió que en las mujeres con FA 

estos niveles eran inferiores que en las mujeres sin FA, hallazgo que podría contribuir a 

incrementar la frecuencia de sparks (255,256) en aquellas con FA. Lo mismo ocurrió con el 

análisis de la fosforilación del RyR2 en s2808, en el que los miocitos de las mujeres con FA 

presentaron mayor fosforilación que en aquellas sin FA, fenómeno previamente asociado 

con la FA en estudios que incluían poblaciones mixtas (ambos sexos)(5,6,175,196). El hecho 

de que este incremento de la fosforilación del RyR2 en s2808 sólo se observase en mujeres 

con FA, sugiere que hay que tener precaución al interpretar el análisis de la fosforilación de 

s2808 en estudios que incluyan una población mixta de hombres y mujeres, ya que su 

incremento y la significación estadística podría variar en función de la fracción de mujeres 

del estudio, especialmente si la población de estudio es pequeña. De hecho, algunos estudios 

de poblaciones pequeñas han encontrado una diferencia significativa en la fosforilación de 

s2808 (5,6,175,196), mientras que otros no lo han hecho (7).  

En estudios anteriores de poblaciones mixtas, la FA paroxística también se había 

asociado a un incremento en las despolarizaciones de la membrana inducidas por liberaciones 

espontáneas de calcio (196). Inicialmente, en este estudio se incluyeron los pacientes con FA 

paroxística, pero el análisis estadístico de la ICa y la frecuencia de ITI reveló que no había 

diferencias significativas en los pacientes con FA paroxística y que no había interacción entre 

el sexo y la FA paroxística, por ello se decidió no incluir este grupo de pacientes en el análisis 

final.  Sin embargo, hay que destacar que el post-test de comparación múltiple mostró que la 

frecuencia de ITI en mujeres con FA paroxística era comparable a la de mujeres con FA 

permanente y significativamente superior a la frecuencia de hombres y mujeres sin FA.  
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Efecto diferencial del sexo y terapias farmacológicas dirigidas 

El estudio incluido en el Capítulo IV demostró que la ICa sólo se vio reducida en hombres 

con FA; mientras que permitió observar una mayor incidencia de ITI y despolarizaciones 

espontáneas de la membrana únicamente en mujeres, exacerbándose en aquellas con FA. Al 

analizar los mecanismos subyacentes que estaban detrás de estos hallazgos diferenciales, la 

reducción de la ICa apreciada en hombres no se puedo asociar a una disminución en la 

expresión de Cav1.2, sugiriendo que podría deberse a otros factores como el estrés oxidativo 

o la alteración de la subunidad accesoria CavE2. En cambio, en las mujeres con FA el 

incremento en las liberaciones espontáneas de Ca2+ del RS estaba ligado a un incremento en 

la fosforilación del RyR2 en su residuo ser2808. Además, se demostró que la prevención de 

la activación de los receptores A2A con ADA (2u/mL) o el tratamiento de los pacientes con 

β-bloqueantes fueron capaces de reducir la frecuencia de ITI en mujeres con FA hasta niveles 

observados en pacientes sin FA.  

 Así, este estudio apunta que las terapias dirigidas a CavB2 que han mostrado ser 

efectivas en el restablecimiento de la ICa en corazones enfermos (253), podrían ser eficaces 

en los hombres con FA. Sin embargo, las terapias que tengan como objetivo modular las 

liberaciones espontáneas de calcio o las despolarizaciones de membrana (5,7,175,197), serían 

más efectivas en mujeres con FA.  

 

 

Figura 3. Resumen gráfico de los principales hallazgos del estudio del Capítulo IV. 

 



DISCUSIÓN 
 

171 
 

No obstante, hay que tener en cuenta que los pacientes tratados con β-bloqueantes siguen 

presentando FA a pesar de la baja frecuencia de ITI, lo que podría sugerir que la elevada 

frecuencia de ITI no es la causa, sino la consecuencia de la FA. Sin embargo, como ya hemos 

visto en el Capítulo II los pacientes portadores de las variantes de riesgo en rs2200733, 

rs13143308 y rs10033464 de 4q25 presentan un incremento de la frecuencia de ITI que 

precede al desarrollo de FA. Esto a su vez sugiere que la supresión de ITI con β-bloqueantes 

podría prevenir o retrasar el inicio de FA en los pacientes propensos a presentar actividad 

ectópica inducida por liberación de calcio. Por el contrario, los β-bloqueantes podrían ser 

menos efectivos en pacientes en los que el mecanismo subyacente fuese la fibrosis auricular 

(257) o la disfunción de algún canal iónico no relacionado con la liberación espontánea de 

calcio (258).  

 

 

Efecto diferencial del sexo y de las variantes de riesgo asociadas a FA y 

su posible interacción   

Los estudios incluidos en esta tesis demuestran que, a parte de los factores clínicos 

relacionados previamente con la FA, el sexo y la presencia de variantes de riesgo serían otros 

factores que habría que tener en cuenta a la hora de valorar el efecto y a la hora de establecer 

una terapia farmacológica efectiva. Además, aunque habría que seguir analizando en 

profundidad los mecanismos subyacentes, aparentemente parece que la presencia de las 

diferentes variantes de riesgo, así como el efecto del sexo estarían asociados a mecanismos 

moleculares distintos. Por lo que esto iría de acuerdo con la hipótesis del estudio, que 

postulaba que la asociación específica de los diferentes SNPs con mecanismos moleculares 

y consecuencias electrofisiológicas concretas podría ser utilizada como biomarcador para la 

prevención del desarrollo de FA, así como para el tratamiento personalizado de pacientes 

teniendo en cuenta el efecto del sexo.  

 

 

Limitaciones del estudio 

Una limitación de este estudio es el bajo rendimiento de miocitos auriculares sanos 

que se obtiene de las pequeñas muestras de aurícula humana, cosa que limita el número de 

experimentos electrofisiológicos que se pueden llevar a cabo por cada paciente. Por tanto, 
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las mediciones individuales de cada paciente podrían no ser siempre representativas, aunque 

anteriormente encontramos que la variación entre muestras de un mismo paciente era 

significativamente menor que entre muestras de diferentes pacientes en una población de 

estudio (4).  

Por otro lado, las muestras de este estudio son únicamente de aurícula derecha y, por 

tanto, no podemos concluir que todos los hallazgos encontrados en este estudio también 

sean aplicables a la aurícula izquierda. No obstante, la extracción de muestras de la aurícula 

izquierda para el aislamiento de miocitos solamente está éticamente justificada en un número 

limitado de casos como en las cirugías de válvula mitral. Normalmente, en este tipo de 

patología, la aurícula izquierda suele estar dilatada, y ya se ha demostrado que esto puede 

producir alteraciones en la homeostasis del calcio (162). En consecuencia, los análisis 

electrofisiológicos de los miocitos de pacientes que presentan la enfermedad o no, sólo son 

realistas en la aurícula derecha.   

Debido a que el efecto de los SNPs asociados a FA es moderado, la cantidad de 

pacientes que se requieren para establecer asociaciones fiables es muy elevada y el p-valor 

para considerar que un SNP está ligado a una enfermedad en los estudios de GWAS se ha 

fijado en 5x10-8 (10). Por ello, con los pacientes incluidos en nuestro estudio no podemos 

asociar ninguna de las variantes a la FA. Sin embargo, las frecuencias del alelo de riesgo en 

nuestra población de estudio se asemejan a datos de estudios anteriores con un tamaño de la 

muestra más grande (135,170). Además, el Laboratory for Molecular Cardiology de la 

Universidad de Copenhagen con el que colaboramos, y el que se ha encargado de genotipar 

las muestras, también nos ha confirmado que esta asociación es significativa con los 150.000 

pacientes que tiene en su base de datos. Por tanto, la explicación de que en nuestra población 

de estudio no hayamos podido asociar ninguna variante a la FA radica en que el número de 

pacientes de nuestro estudio es muy pequeño en comparación al elevado número de 

pacientes que incluyen los estudios a los que se hace referencia. Además, nuestro objetivo 

principal es estudiar los efectos funcionales de las variantes que ya se han asociado a un 

mayor riesgo de padecer FA.  

Aún así, debido a las limitaciones por la pandemia durante el último año, se 

requerirían más estudios con un mayor número de pacientes para llegar a conclusiones firmes 

sobre algunos de los efectos de las variantes de riesgo de 4q25 y 1q21 sobre la homeostasis 

del calcio. Como se ha podido demostrar en este estudio, hay que tener en cuenta múltiples 

factores que pueden influir en el efecto observado para ver el efecto neto de una variante. 
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Esto a la vez requiere estudios con más pacientes, para que el número de pacientes de cada 

grupo sea suficiente para poder extraer conclusiones estadísticamente sólidas.  

Finalmente, también se requerirían más estudios con un mayor número de pacientes 

para el estudio del Capítulo IV para poder llegar a extraer conclusiones sólidas sobre algunos 

de los efectos del sexo en los pacientes con o sin FA donde el efecto es menor. Por ejemplo, 

se esperaría que el tratamiento con β-bloqueantes redujese el impacto del sexo sobre la 

fosforilación del RyR2 en ser2808 en pacientes sin FA pero se necesitaría un mayor número 

de pacientes para poder tener un mayor poder estadístico. Lo mismo se podría aplicar a la 

influencia del sexo sobre los pacientes con FA paroxística, que ya se ha asociado previamente 

a alteraciones en la homeostasis del calcio diferentes a las de los pacientes con FA 

permanente (196). De la misma forma, las comparaciones entre barras mostraron una 

reducción de la amplitud de la ICa en hombres con FA, aunque no hubo interacción entre el 

sexo, la FA y la amplitud de la ICa, lo que podría ser debido al pequeño número de pacientes 

con FA comparado con los pacientes sin FA.  

 

Perspectivas futuras 

Se van a seguir realizando experimentos para poder asociar los mecanismos 

subyacentes detrás de las alteraciones apreciadas en estos estudios. Para ello hace falta realizar 

experimentos adicionales para comprobar la expresión o fosforilación de diferentes 

proteínas, como por ejemplo la expresión de los canales SK3, la fosforilación de Cav1.2 o de 

PLB.  

Otro objetivo para el futuro es seguir realizando experimentos para valorar el efecto 

sumatorio producido por la presencia de la variante de riesgo en rs13143308 de 4q25 junto 

a la variante de riesgo en rs13376333 de 1q21, que podría ser crítico. Por un lado, tendríamos 

la variante de riesgo rs13143308 que incrementa la frecuencia de ITI que a su vez puede 

facilitar las despolarizaciones espontáneas de la membrana, y por otro lado la variante de 

riesgo en rs13376333 que al reducir la función del canal SK3 podría retrasar la repolarización 

y facilitar la producción de eventos arritmogénicos.  

Además, este estudio ha demostrado que el sexo es otro factor más que hay que tener 

muy presente a la hora de tratar los resultados, al igual que se tiene en cuenta la presencia de 

enfermedad de válvula mitral, la edad o la función del ventrículo izquierdo. Por ello, en el 

futuro queremos valorar el efecto de las variantes de riesgo de 4q25 y 1q21 teniendo en 
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cuenta el sexo, así como la interacción con otras variantes que cada vez van cobrando más 

importancia.  

 La asociación de diferentes variantes 4q25 a diferentes alteraciones funcionales de la 

homeostasis del calcio descritas en esta tesis sugiere que sería importante investigar el 

impacto funcional de múltiples variantes de riesgo que afecten de forma directa o indirecta 

la homeostasis del calcio y la actividad eléctrica. Será de especial interés identificar efectos 

sinérgicos y antagonistas entre las variantes descritas aquí y las variantes asociadas a la FA, 

descritas más recientemente, que afectan a PDE4, CAMK2D, CASQ2 y KCNN2.  
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1. Las variantes de riesgo de la región 4q25 asociadas a FA tienen un efecto diferencial 

sobre la regulación del calcio intracelular en función de su localización.  

• Los pacientes portadores de la variante de riesgo en rs1448818, que se 

encuentra en el extremo más próximo a PITX2, presentan una reducción de 

la ICa que favorecería un acortamiento del periodo refractario y la reentrada 

eléctrica. 

• Por otro lado, los pacientes portadores de las variantes de riesgo en 

rs2200733, rs13143308 o rs10033464, situadas a unas 150 kb de PITX2, 

presentan un incremento en la frecuencia de ITI que favorecería las 

despolarizaciones espontáneas de la membrana y actividad ectópica.  

Esto sugiere que la elección del tratamiento para prevenir o tratar la FA debería tener 

en cuenta las variantes de riesgo que presenta el paciente, ya que sería beneficioso 

restaurar la ICa en portadores de rs1448818 y reducir la liberación espontánea de calcio 

en portadores de rs13143308.  

 

2. Las alteraciones en la homeostasis del calcio modifican la corriente SK sensible a 

apamina.  

• Así, la reducción de la ICa observada en pacientes con FA o en portadores de 

la variante de riesgo en rs1448818 reduce la corriente SK sensible a apamina.  

• Por otro lado, la variante de riesgo rs13376333 de la región 1q21, ubicada en 

el intrón 1 del gen KCNN3, también reduce la corriente SK sensible a 

apamina.  

• Los efectos de las variantes de riesgo rs1448818 y rs13376333 no son 

complementarios.  

Estas reducciones de la corriente SK3 retrasarían la repolarización de 

despolarizaciones espontáneas de membrana, facilitando la inducción de potenciales 

de acción espontáneos y arritmias inducidas por actividad ectópica. Por tanto, la 

restauración de la función de los canales SK3 podría ser una terapia farmacológica 

específica para la prevención o el tratamiento de los portadores de la variante de 

riesgo en rs13376333. 

 

3. El sexo es un factor a tener en cuenta ya que tiene un efecto diferencial sobre la ICa y 

la frecuencia de ITI en miocitos auriculares de pacientes con FA.  
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• La ICa sólo se ve reducida en hombres con FA 

• La incidencia de ITI y despolarizaciones espontáneas de la membrana es 

mayor únicamente en mujeres.  

Estos resultados sugieren que las terapias dirigidas a reestablecer la ICa serían más 

efectivas en hombres con FA, mientras que las terapias dirigidas a reestablecer la 

actividad del RyR2 serían más efectivas en mujeres con FA.  
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Aims Atrial fibrillation (AF) has been associated with intracellular calcium disturbances in human atrial myocytes, but little
is known about the potential influence of sex and we here aimed to address this issue.

....................................................................................................................................................................................................
Methods
and results

Alterations in calcium regulatory mechanisms were assessed in human atrial myocytes from patients without AF or
with long-standing persistent or permanent AF. Patch-clamp measurements revealed that L-type calcium current
(ICa) density was significantly smaller in males with than without AF (-1.15 ± 0.37 vs. -2.06 ± 0.29 pA/pF) but not in
females with AF (-1.88 ± 0.40 vs. -2.21 ± 0.0.30 pA/pF). In contrast, transient inward currents (ITi) were more
frequent in females with than without AF (1.92 ± 0.36 vs. 1.10 ± 0.19 events/min) but not in males with AF.
Moreover, confocal calcium imaging showed that females with AF had more calcium spark sites than those
without AF (9.8 ± 1.8 vs. 2.2 ± 1.9 sites/mm2) and sparks were wider (3.0 ± 0.3 vs. 2.2 ± 0.3 mm) and lasted longer
(79 ± 6 vs. 55 ± 8 ms), favouring their fusion into calcium waves that triggers ITIs and afterdepolarizations. This was
linked to higher ryanodine receptor phosphorylation at s2808 in women with AF, and inhibition of adenosine
A2A or beta-adrenergic receptors that modulate s2808 phosphorylation was able to reduce the higher incidence
of ITI in women with AF.

....................................................................................................................................................................................................
Conclusion Perturbations of the calcium homoeostasis in AF is sex-dependent, concurring with increased spontaneous SR

calcium release-induced electrical activity in women but not in men, and with diminished ICa density in men only.
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Keywords Sarcoplasmic reticulum calcium release • Calcium sparks • Transient inward current • Afterdepolarizations •

Ryanodine receptor phosphorylation

1. Introduction

Epidemiological studies on atrial fibrillation (AF) show that compared
with men, women have a lower incidence and a 5-year delay in the onset
of this arrhythmia.1–3 However, because the incidence of AF increases
exponentially at advanced age and because women live longer, the num-
ber converges for the two sexes at 75 years or older.3,4 The mechanism
by which the incidence of AF increases more strongly in women older
than 70 years is not well known. Since both AF and sex have been associ-
ated with well-defined cellular electrophysiological alterations,5,6 it is
conceivable that some of them contribute to the sex-related differences
in the incidence of AF.

Mechanistically, AF has been associated with both structural7 and
electrophysiological alterations.5,8 Among the electrophysiological
alterations, AF has been linked to disturbances in the intracellular
calcium homoeostasis9–12 including malfunctioning of the sarcoplas-
mic reticulum (SR)9,10,12–15 in experimental series with a mixed pop-
ulation of male and female patients. These studies have shown that
atrial myocytes from patients with AF have a reduced L-type calcium
current (ICa) density,10,11 which shortens the action potential, and
hence reduces the duration of the refractory period. In addition,
these myocytes display a high incidence of spontaneous SR calcium
release,9 which can induce arrhythmogenic spontaneous membrane
depolarizations.15

Therefore, this study aimed to determine the specific influence of sex
on the intracellular calcium homoeostasis in a large series of patients
with and without AF.

2. Methods

2.1 Human biological samples and atrial
myocyte isolation
Human right atrial myocytes were isolated from patients undergoing car-
diac surgery as previously described9 and used for different experimental
protocols. Because the yield of myocyte isolation from human atrial sam-
ples is variable, not all protocols were carried out in all patients as outlined
in the flow scheme for collection and processing of human atrial samples
(Supplementary material online, Figure S1). For electrophysiological experi-
mentation, patients were divided into males (n=189) and females (n =78)
without AF (237) and with permanent or long-standing persistent AF (30)
and key clinical and echocardiographic data as well as pharmacological
treatments included in the statistical analysis of this data are summarized in
Table 1. Patients undergoing mitral valve replacement or repair were not in-
cluded in this analysis to avoid potentially confounding effects of mitral valve
disease, a disease that already alters the calcium homoeostasis in patients
without AF.16 Each patient gave written consent to obtain a sample from
the right atrial appendage that would otherwise have been discarded during
the surgical intervention. The study was approved by the Ethics Committee
at Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Barcelona, Spain and the investiga-
tion conforms to the principles outlined in the Declaration of Helsinki.

2.2 Immunoblot and immunofluorescent
labelling
Expression of SERCA2a, Na–Ca exchanger (NCX-1), phospholamban
(PLB), PLB phosphorylated at ser-16 (PLB-s16) and PLB phosphorylated

Graphical Abstract

2 A. Herraiz-Martı́nez et al.
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..at thr-17 (PLB-t17) was determined by western blot. Atrial samples
were pulverized in liquid nitrogen and homogenized in 50 mM Tris–HCl
pH 7.4 containing protease inhibitors. Proteins (10 mg) were separated
by 5% or 10% sodium dodecyl sulphate–polyacrylamide gel electropho-
resis (transferred to polyvinylidene difluoride membranes using a semi-
dry transfer system, and immunoblotted using rabbit anti-SERCA2a, rab-
bit anti-Csq-2, rabbit anti-NCX-1, rabbit anti-PLB, rabbit anti-PLB-s16,
rabbit anti-PLB-t17, and rabbit anti-a-actinin antibodies. Details are pro-
vided in the Supplementary material online, Methods.

Isolated myocytes were fixed with 5% paraformaldehyde for 10 min at
room temperature. Subsequently, the ryanodine receptor (RyR2), the L-
type calcium channel (Cav1.2), or calsequestrin-2 (Csq-2) were labelled
using the primary antibodies mouse anti-RyR2, guinea-pig anti-Cav1.2,
rabbit anti-Csq-2, rabbit anti-s2808-P, or rabbit anti-ser2814P as
previously described.17 After labelling, cells were stored at 4"C until
the labelled proteins were visualized using confocal microscopy
(Supplementary material online, Methods for further details).

2.3 Patch-clamp technique
Electrophysiological recordings were performed using perforated patch-
clamp technique in isolated human atrial myocytes as described in the
Supplementary material online, Methods. Briefly, ICa, spontaneous
transient inward calcium release-induced NCX currents (ITI), and the
caffeine releasable SR calcium content were measured using whole
cell voltage-clamp configuration. Membrane potentials were recorded in
the current-clamp configuration. Adenosine A2A receptors (A2ARs) were
stimulated with the selective agonist CGS21680 (200 nM). Adenosine

deaminase (ADA) with and activity of 2 mmol/min/mL was used to prevent
A2AR activation.

2.4 Confocal calcium imaging
To visualize changes in the intracellular calcium concentration, myocytes
were loaded with 2.5 mM fluo-4 AM for 15 min, followed by wash and
de-esterification for 30 min or more. Confocal calcium images
(512# 140 pixels) were recorded at a frame rate of 90 Hz, using a reso-
nance-scanning confocal microscope with a 63# glycerol-immersion ob-
jective (Leica SP5 AOBS, Wetzlar, Germany). The excitation wavelength
was 488 nm and fluorescence emission was collected between 500 and
650 nm with a Leica Hybrid Detector. Experiments were performed at
room temperature and calcium sparks were detected using custom-
made algorithms implemented using MATLAB (The Mathworks Inc.,
Boston, MA) as previously described.17

2.5 Data analysis and representation
Experiments were performed without knowledge about clinical data and
clinicians gathering the clinical data did not know the experimental
results. Data was represented in figures using Excel, Power Point, IGOR
Pro or Biorender.com Software. Unless otherwise stated, values were
determined for each patient (multiple determinations in the same patient
were averaged) and expressed as mean± 95% confidence level. Where
indicated, statistical significance was evaluated using a multivariate linear
regression model for data with a normal distribution (ICa) or generalized
linear model with a Poisson distribution (ITI). To validate the robustness
of this analysis, results were analysed using (i) an unadjusted linear re-
gression model with interaction between sex and atrial rhythm, (ii) a fully

..............................................................................................................................................................................................................................

Table 1 Clinical characteristics of the study population for electrophysiological analysis

Female Female, AF Male Male, AF P-value

N 65 13 172 17

LAD indexa 2.30 [2.01; 2.58] 2.96 [2.40; 3.47] 2.19 [1.90; 2.48] 2.56 [2.30; 2.93] <0.001

Agea 74.0 [66.0; 78.0] 75.0 [72.0; 76.0] 67.5 [57.0; 74.0] 71.0 [63.0; 78.0] 0.001

Smokinga 7 (10.9%) 1 (8.3%) 123 (71.5%) 9 (56.2%) <0.001

Alcohol 0 (0%) 0 (0%) 19 (11.2%) 1 (6.25%) 0.035

Hypertensiona 44 (67.7%) 8 (61.5%) 97 (56.7%) 11 (64.7%) 0.469

Diabetesa 18 (27.7%) 4 (30.8%) 53 (31.0%) 4 (23.5%) 0.925

Dyslipaemia 41 (63.1%) 6 (46.2%) 86 (50.6%) 9 (52.9%) 0.353

LVEFa 60.0 [55.0; 68.0] 63.0 [55.0; 72.8] 60.0 [47.2; 65.0] 56.0 [44.0; 66.0] 0.136

AVRa 39 (60.0%) 9 (69.2%) 78 (45.3%) 12 (70.6%) 0.035

TVR 5 (7.69%) 1 (7.69%) 3 (1.74%) 1 (5.88%) 0.059

CABGa 30 (46.2%) 4 (30.8%) 119 (69.2%) 9 (56.2%) 0.001

ACE inhibitora 15 (23.1%) 6 (46.2%) 58 (33.7%) 9 (52.9%) 0.067

B-Blocka 19 (29.2%) 6 (46.2%) 70 (40.7%) 8 (47.1%) 0.314

ARBa 16 (24.6%) 3 (23.1%) 24 (14.0%) 2 (11.8%) 0.196

Ca-antagonista 9 (13.8%) 1 (7.69%) 31 (18.0%) 2 (11.8%) 0.776

Dicoumarina 2 (3.08%) 7 (53.8%) 4 (2.34%) 13 (76.5%) <0.001

Digoxin 0 (0%) 7 (53.8%) 2 (1.21%) 8 (47.1%) <0.001

Aspirin 29 (44.6%) 3 (23.1%) 93 (54.4%) 2 (11.8%) 0.002

Statins 41 (63.1%) 6 (46.2%) 96 (56.1%) 9 (52.9%) 0.622

Categorical values are given as number of patients and % of patients in parenthesis. Continuous values are given as median with 25% and 75% quantiles given in the brackets. The
statistical significance of differences among the four patient groups is given on the right for each factor.
ACE inhibitor, angiotensin converting enzyme inhibitor; ARB, angiotensin receptor blocker; AVR, aortic valve replacement; beta-blockers, beta-adrenergic receptor blockers;
CABG, coronary artery bypass graft; LAD index, left atrial diameter index; LVEF, left ventricular ejection fraction; TVR, tricuspid valve replacement/repair.
aFactors included as confounders in the linear regression analysis in Figures 1 and 2.
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.
adjusted model taking into account the confounding effects of common
clinical factors showing a bias between sex as well as factors suspected
to affect calcium homoeostasis, and (iii) a model adjusted for the most
relevant factors (see Supplementary material online, Methods for details).
As shown in Supplementary material online, Figure S2, raw data and esti-
mates using the fully adjusted model were similar and the three linear re-
gression models yielded similar results. In the subsequent mechanistic
analysis data were analysed using a linear regression model as indicated.
Otherwise, Fisher’s exact test was used for categorical data. Student’s
t-test or Wilcoxon’s rank test was used for paired or unpaired compari-
sons. The P-value threshold defining statistical significance was set at
<0.05. Statistical analysis was performed using version 3.5.2 of R software.

3. Results

3.1 Differences in clinical characteristics
among male and female patients
Reduced L-type calcium current (ICa) density11 and a higher incidence of
ITI currents9,10,15 are cellular electrophysiological hallmarks of atrial
myocytes from patients with AF that might be influenced by sex.
Therefore, we first determined if there were sex-dependent differences
in cardiovascular risk factors; concurrent cardiovascular disease; echo-
cardiographic data; pharmacological treatments or atrial rhythm. Table 1
shows that female patients were older, smoked less, and did not abuse
alcohol. There were no significant differences in common pharmacologi-
cal treatments, but coronary artery bypass grafts were performed in a
significantly smaller fraction of women. To exclude potentially confound-
ing effects of these sex-dependent differences in the study population, or
differences in the effect of the clinical factors on calcium homoeostasis,
we performed a multivariate regression analysis (see Supplementary ma-
terial online, Methods) in order to determine the specific effects of sex
and AF on the electrophysiological measurements.

3.2 Effect of sex on L-type calcium current
and transient inward currents
In line with previous findings, comparison of the ICa amplitude measured
in patients with and without AF showed that those with AF have signifi-
cantly smaller amplitude (-1.20 ± 0.21 vs. -2.03 ± 0.10 pA/pF, P < 0.001,
unpaired t-test). However, multivariate regression analysis taking con-
founding factors into account (Supplementary material online, Methods)
revealed no significant interactions between AF, sex or AF plus sex and
ICa density, but pairwise comparisons showed a significant reduction in
ICa density in male but not in female patients with AF (Figure 1A and B).
Neither sex nor AF affected the shape of the current–voltage relation-
ship in our patients (Figure 1C), but the time-dependent decay of the ICa

was slowed significantly in male patients with AF (Figure 1D).
Immunofluorescent labelling revealed that the density of L-type calcium
channels was higher at the sarcolemma than in the cell centre. However,
the difference in ICa amplitude among patients with and without AF was
not due to differences in the density of the L-type calcium channels
among patients with and without AF (Supplementary material online,
Figure S3).

Multivariate analysis of the ITI frequency revealed a significant interac-
tion between sex and ITI frequency (P < 0.001) and between sex plus AF
and ITI frequency (P=0.032). Hence, ITI frequency was significantly higher
in female than in male patients (P < 0.001). Moreover, the ITI frequency
was low and virtually identical in male patients with and without AF while

female patients displayed a significantly higher frequency in those with
AF than without AF (Figure 2A and B). Figure 2C shows that ITI amplitude
was also significantly larger in females with than without AF. Moreover,
Figure 2D shows that the higher incidence of ITI concurred with a higher
incidence of spontaneous membrane depolarizations in female patients
with AF. Because paroxysmal and long-standing persistent or permanent
AF have been associated with different alterations in calcium homoeo-
stasis,12 we compared their effects. As shown in Supplementary material
online, Figure S4, women with paroxysmal and long-standing persistent
or permanent AF displayed a similar increase in the ITI frequency.
However, the ICa density was reduced in males with long-standing persis-
tent or permanent but not paroxysmal AF.

3.3 Effect of sex on spontaneous SR
calcium release
To determine if the higher incidence of ITI and spontaneous membrane
depolarizations were due to sex-specific differences in the susceptibility
of the SR to release calcium spontaneously, we analysed the frequency
and properties of calcium sparks in atrial myocytes from a subset of
patients. This analysis showed interaction between AF and spark density
(P < 0.001) as well as an interaction between AF plus sex and spark den-
sity (P=0.037). In line with a differential interaction of female sex plus AF
and calcium spark frequency and properties, the spark site density
(Figure 3A and B), the sparks/site (Figure 3C), the duration at half maxi-
mum (Figure 3D), and the full width at half maximum (Figure 3E) were all
significantly higher in females with than without AF while no differences
were observed in these features among males with and without AF. The
calcium spark amplitude was not different among the different patient
groups (Figure 3F).

3.4 Effect of sex on the regulation of SR
calcium uptake and content
Figure 4A and B shows that the caffeine releasable SR calcium load, which
regulates spontaneous SR calcium release, was unaffected by sex and
atrial rhythm and that sex had no effect on the calcium load in patients
without or with AF. Analyses of the expression of the SR calcium pump
SERCA2a and the Na–Ca exchanger protein NCX-1 that regulate the
cytosolic calcium level showed that SERCA2a expression was signifi-
cantly higher in women without than with AF (Figure 4C). NCX-1 ex-
pression was not significantly different among patients with and without
AF, and sex did not affect the expression in either group (Figure 4D).
Analysis of the expression and phosphorylation of PLB, which regulates
SERCA2a activity, showed a significantly higher level of PLB in men with-
out than with AF. This was also true for PLB phosphorylation at t17,
while differences in phosphorylation at s16 were not significant
(Supplementary material online, Figure S5). Interestingly expression of
the SR calcium buffering protein Csq-2, which dampens RyR2 activity,
was significantly reduced in both males and females with AF (Figure 5A
and B), Moreover, ratiometric immunofluorescent analysis of the Csq-2
distribution at the RyR2 clusters (Supplementary material online, Figure
S6) showed that Csq-2 was highest at the sarcolemma in both male and
female atrial myocytes (Figure 5C and D) and there was a significant inter-
action between AF and the Csq-2/RyR2 ratio (P < 0.001).

3.5 Effect of sex on RyR2 phosphorylation
To determine if the increase in calcium sparks in women with AF
could be caused by differential phosphorylation of the RyR2, we
measured the density and phosphorylation state of individual RyR2
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..clusters at s2808 and s2814 (Supplementary material online, Figure S3
for details). This analysis showed that similar to Csq-2, RyR2 density
was higher at the sarcolemma, but there were no differences in the
RyR2 density among men and women with or without AF (Figure 6A

and B). However, linear regression analysis showed a significant inter-
action between AF plus sex and the s2808/RyR2 (P=0.018) ratio with
a strong increase in RyR2 phosphorylation at s2808 in women but
not in men with AF (Figure 6C and D). Separate images of total and

Figure 1 Effect of sex on the L-type calcium current amplitude and properties. (A) Representative ICa recordings from four patient groups of male (left
traces) and female patients (right traces), without AF (blue traces) and with AF (red traces). (B) Mean ICa densities in the four groups. (C) Current–voltage
curves for male and female patients with no AF or with AF. (D) Superimposed ICa-tracings are shown on the left and time constants for fast ICa inactivation
are shown on the right. Values were analysed and corrected for the clinical factors marked as confounders in Table 1 using a linear regression model. P-
values are given for significant differences between bars. Number of patients is given for each bar.
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..s2808 phosphorylated RyR2 are shown in Supplementary material
online, Figure S7. RyR2 phosphorylation at s2814 was barely detect-
able in resting human atrial myocytes and there were no differences

in s2814 phosphorylation, measured as the s2814/RyR2 ratio,
between myocytes from nine female patients without (0.21 ± 0.04)
and four with AF (0.16 ± 0.05).

Figure 2 Effect of sex on the ITI frequency and spontaneous membrane depolarizations. (A) Representative recordings of ITI currents from the same
patients as in Figure 1 divided into male (left traces) and female patients (right traces). (B) Mean ITI frequencies. Values in (A)–(B) were analysed and cor-
rected for the clinical factors marked as confounders in Table 1 using a linear regression model. (C) Representative recordings of ITI amplitudes in a male
and a female patient with AF. Mean amplitudes are shown on the right. (D) Spontaneous membrane depolarizations recorded in male and female patients
with AF. The mean frequency is shown on the right. Statistical significance was determined in (C)–(D) using an unadjusted regression model. P-values are
given for significant differences between bars. Number of patients is given for each bar.
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3.6 Translation of sex-specific differences in
calcium homoeostasis
To determine if the observed sex-specific differences in calcium
homoeostasis could be extended to pharmacological treatments di-
rected towards a control of spontaneous calcium release, we focused on
membrane receptors that are expected to exert a stronger modulation
of s2808 phosporylation near the sarcolemma as observed in Figure 6C
and D. First, we used pharmacological manipulation of A2ARs, which has
been shown to modulate spontaneous calcium release in myocytes from
patients with AF.10 Figure 7A shows that A2AR activation with CGS21680
increased the ITI frequency in all patient groups and prevention of A2AR
activation with ADA reduced it in all groups (Figure 7B). This effect
was most pronounced in females and especially in females with AF
where it reduced the ITI frequency below the level observed in patients
without AF.

Secondly, analysis of patients that had been treated with beta-adrener-
gic receptor blockers, which might reduce RyR2 phosphorylation at
s2808,18 revealed that this treatment reduced the ITI frequency dramati-
cally in females with AF to levels observed in patients without AF
(Figure 7C), and linear regression analysis showed a significant interaction
between beta-blocker treatment and ITI frequency (P < 0.001) as well as
a combined interaction of beta-blocker treatment plus AF with ITI fre-
quency (P=0.009).

In contrast to these results, ICa density was not affected by treatment
of myocytes with ADA (-1.87± 0.24 vs. -1.87 ± 0.20 pA/pF) or in
patients treated with beta-blockers (-2.03 ± 0.13 vs. -1.91± 0.08 pA/pF).
Furthermore, none of these compounds were able to rescue the ob-
served decrease in ICa density in male patients with AF where ADA de-
creased ICa density by 17 ± 10% and the ITI frequency was 37 ± 11%
smaller in patients treated with beta-blockers.

4. Discussion

4.1 Main findings
This study is the first to analyse a large series of 267 consecutive patients
in order to analyse the specific influence of sex on calcium homoeostasis
in human atrial myocytes, taking into account confounding effects of
other clinical factors that might affect the ICa density or the incidence of
ITI currents. These analyses document that the ICa density is only dimin-
ished significantly in males with AF while a higher incidence of both ITI

and spontaneous membrane depolarizations is observed almost exclu-
sively in females and is exacerbated in those with AF. Analysis of the un-
derlying mechanisms revealed that females with AF showed a differential
increase in spontaneous calcium release from the SR linked to a higher
level of RyR2 phosporylation at S2808. Furthermore, prevention of
A2AR activation with ADA or treatment of patients with beta-blockers

Figure 3 Effects of sex on calcium spark frequency and properties. (A) Images of human atrial myocytes from patients without (no AF) and with AF.
Calcium spark sites are indicated with circles and calcium signals for each site are shown below. (B) Density of spark sites. (C) Sparks per site. (D) Spark
duration at half maximum. (E) Spark width at half maximum (F) Spark amplitude. Statistical significance was determined using an unadjusted linear regres-
sion model. P-values are given for significant differences between bars. Number of patients is given for each bar.
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..was able to reduce the ITI frequency in females with AF to levels
observed in patients without AF.

4.2 Sex and L-type calcium current
While the effects of mitral valve disease16 ageing,19 or left ventricular
function20 on ICa density or ITI frequency have been assessed in human
atrial myocytes, studies addressing sex-related effects on calcium
handling have been limited to mammalian models.21–23

Thus, elevation of testosterone levels has been shown to reduce
ICa in guinea-pig ventricular myocytes23 pointing to potential sex-spe-
cific differences in the ICa density in healthy animals. In contrast to
this, we found that sex showed no interaction with ICa density in
human atrial myocytes when the confounding effects of the clinical
factors from Table 1 were taken into account. Pairwise comparison
of the patient groups did, nevertheless, show a significant reduction
of the ICa density in men but not in women. Thus, the significant effect

Figure 4 Effect of sex on SR calcium load and uptake. (A) Representative caffeine-induced transient inward NCX currents (top) and their time-integral
(bottom) from a male and a female patient without AF (left) and with AF (right). (B) Caffeine releasable SR calcium load estimated from the time-integral
of the caffeine-induced current. Values are corrected for the clinical factors marked as confounders in Table 1 using a linear regression model. (C)
SERCA2a protein expression. (D) NCX-1 protein expression. Densitometry quantification of protein levels is shown in the upper panels and representa-
tive western blots in the lower panels. Protein levels were normalized to a-actinin. P-values are given for differences between bars. Statistical significance
was determined using an unadjusted linear regression model. Number of patients is given for each bar.
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..of AF on ICa density reported in most studies of mixed sex,11,24 is possi-
bly contributed by the male patients in the study population. Sex had no
differential effect on the shape of the current–voltage relationship in
patients with AF or in those without AF, suggesting that sex does not af-
fect the gating properties of the L-type calcium channel. However, the
kinetics of ICa inactivation was significantly slower in male than in female
patients with AF. Considering that calcium release from the SR

modulates the fast time constant for ICa inactivation, the faster inactiva-
tion in females than males with AF might be due to a higher lability of SR
calcium release in these patients (see below) or because there is only an
insignificant loss of L-type calcium current in females with AF, whereas
the smaller ICa amplitude in males with AF is expected to slow inactiva-
tion in this group. While the observed reduction in ICa amplitude might
be due to reduced expression of L-type calcium channels previous

Figure 5 Effect of sex on the expression and distribution of Csq-2. (A) Representative western blots of Csq-2 and a-actinin. (B) Densitometry quantifi-
cation of Csq-2expression normalized to a-actinin. The number of patients is indicated for each bar. P-values are given above bars. (C) Overlay of fluores-
cently labelled RyR2 (in green) and Csq-2 (in red). (D) Csq-2/RyR2 intensity ratios measured at different distances from the sarcolemma (given below
bars in mm). Atrial myocytes from No AF patients had higher ratios than those from AF for females (P =0.02) but not for males (P =0.06). Statistical signifi-
cance was determined using an unadjusted linear regression model. Statistical differences between pairs of AF and noAF are indicated with ***P<0.001,
**P<0.01, *P=0.05. Number of experiments is given in parentheses.
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findings are ambiguous with some studies reporting a reduction25,26

while others found no changes.27 Here, we found that the smaller ICa in
males with AF did not coincide with a reduction in the density of
L-type calcium channels, pointing to other factors, such as oxidative
stress28 or Cavb229 as potential modulators of ICa amplitude in males
with AF.

4.3 Sex and spontaneous SR calcium
release
When taking into account the confounding effects of other clinical fac-
tors, both sex and sex plus AF showed significant interactions with the ITI

frequency. Thus, male sex barely affected the ITI frequency when compar-
ing patients with and without AF, while the ITI frequency was higher in

Figure 6 Effect of sex on the density and phosphorylation of the RyR2. (A) Immunoflourescent labelling of the RyR2. (B) Mean density of RyR2 clusters.
(C) Overlay of total RyR2 (in green) and s2808 phosphorylated RyR2 (in red). (D) Mean s2808 phosphorylated RyR2 measured as the fluorescence inten-
sity ratio (s2808/RyR2) for all RyR2 clusters at different distances from the sarcolemma (given below bars in mm). Statistical significance was determined
using an unadjusted linear regression model. Significant differences between pairs of bars are indicated with ***P<0.001, **P<0.01. Number of experi-
ments is given in parentheses.
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.
females than males without AF, and it increased dramatically in women
with AF. Additionally, the ITI amplitude increased significantly in women
with AF, increasing the ability of the ITI to induce spontaneous membrane
depolarizations. In line with this, the incidence of spontaneous membrane
depolarizations in AF patients was twice as high in females as in males. In
accordance with a role for female sex hormones in the regulation of
spontaneous membrane depolarizations in females, ovariectomy has
been shown to induce calcium-handling disturbances and a higher inci-
dence of early afterdepolarizations in guinea-pig myocytes.21 This would
agree with a higher incidence of membrane depolarizations in elderly fe-
male patients with AF, but does not explain why spontaneous calcium re-
lease is lower in males and further studies are required to elucidate how
sex hormones affect calcium homoeostasis in human atrial myocytes.

Analysis of the mechanisms underlying the higher ITI frequency in our
human atrial myocytes demonstrated that the number of calcium spark
sites was significantly increased in female but not in male patients with
AF and this concurred with wider and longer lasting sparks, facilitating
their fusion into calcium waves, triggering electrogenic Na–Ca exchange
and membrane depolarizations. The higher density of calcium spark sites
in women with AF was not caused by SR calcium overload since neither
sex nor AF had any significant effect on the caffeine releasable SR calcium

content. The latter is in line with previous reports,9,10,15 and western
blot analysis revealed that SERCA expression was in fact significantly
higher in female patients without AF, which on the other hand could ex-
plain the larger spark amplitude observed in females without AF. There
were no significant differences in NCX-1 or PLB expression when com-
paring women with and without AF, and PLB phosphorylation at ser16
or thr17 was also similar, discarding effects on SR calcium uptake.
Potentially, SR calcium uptake could also be increased by a lower sarcoli-
pin expression in AF,20,30 but this notion is not supported by our meas-
urements of unchanged SR calcium load in both male and female patients
with AF.

However, measurement of Csq-2 levels and s2808 phosphorylation
at each RyR2 cluster showed significantly lower Csq-2 levels in female
patients with AF than without AF, which may contribute to increase the
spark frequency31,32 in those with AF. The same is true for the higher
s2808 phosphorylation, observed in myocytes from women with AF,
which has previously been associated with AF in populations of mixed
sex.10,12,14,15 The fact that increased s2808 phosphorylation is only ob-
served in women with AF, also suggests that caution should be taken
when interpreting analyses of s2808 phosphorylation in mixed popula-
tions of male and female patients with AF because the increase and

Figure 7 A2AR inhibition or treatment with beta-blockers reduces the ITI frequency in females with AF. (A) Effect of A2AR activation with CGS21680
on the ITI frequency. (B) Prevention of A2AR activation by treating myocytes with ADA reduces the ITI frequency in females with AF to levels observed in
patients without AF. (C) Treatment of patients with beta-blockers (B-Block) reduces the ITI frequency in female patients with AF to levels in patients with-
out AF. Data were analysed using an unadjusted regression model. P-values for paired comparison of pharmacological treatment and control are given
above bars. Number of patients is given for each bar.
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statistical significance may vary according to the fraction of female
patients, especially when the study population is small. Indeed, some
studies with small populations find a significant difference in s2808 phos-
phorylation between patients with and without AF,10,12,14,15 while others
do not.13

In a previous study of a mixed sex population, paroxysmal AF has also
been associated with elevation of spontaneous calcium release-induced
membrane depolarizations.12 In the present study, paroxysmal AF was ini-
tially included in the analysis but the multivariate statistical analysis of ICa

density and ITI frequency in patients with paroxysmal AF did not afford sta-
tistical support for interactions with sex and atrial rhythm, and we there-
fore chose not to include this patient group in the final analysis. It should
nevertheless be pointed out that post-test comparison showed that the
ITI frequency in female patients with paroxysmal and long-standing persis-
tent or permanent AF was comparable and significantly higher than the
frequency recorded in male patients and in female patients without AF.

4.4 Study limitations
A limitation of this study is the modest yield of healthy human atrial myo-
cytes, which limits the number of electrophysiological experiments that
can be carried out for each patient. Therefore, measurements from indi-
vidual patients might not always be representative, although we previ-
ously found that variation among samples from the same patient was
significantly smaller than variation among samples from different patients
in a study population.9

Moreover, we only used human right atrial specimens in this study,
and cannot rule out that not all of the present findings apply to the left
atrium also. However, extraction of left atrial tissue samples for myocyte
isolation is ethically justifiable in a limited number of cases such as mitral
valve surgery where the left atrium is usually diseased and dilated and has
been reported to disturb the calcium homoeostasis.16 Thus, electro-
physiological analysis of myocytes from patients with diseased or nearly
normal atria is only realistic for the right atrium.

Finally, further studies with a larger number of patients are required
to reach firm conclusions on some of the effects of sex in patients with
and without AF where the effect size is smaller. For example, beta-
blocker treatment is expected to reduce the impact of sex on s2808
phosphorylation in patients without AF but a larger sample size is neces-
sary to achieve sufficient statistical power to test this. The same is true
for the influence of sex on the effects in paroxysmal AF, which has previ-
ously been associated with alterations in calcium homoeostasis that are
different from patients with long-standing persistent or permanent AF.12

Similarly, pairwise comparisons showed a reduced ICa density in males
with AF even though there were no interaction between sex, AF and ICa

in this study, which is possibly due to the small number of patients with
AF compared the number of patients without AF.

4.5 Clinical relevance, translation, and
conclusions
This is the first study to examine the effect of sex on the intracellular cal-
cium homoeostasis in atrial myocytes from a large series of patients that
takes into account confounding effects of common risk factors and con-
curring cardiovascular disease. Our findings demonstrate that sex has dif-
ferential effects on the ICa density and the ITI frequency in atrial myocytes
from patients with AF, suggesting that therapeutical approaches to pre-
vent AF may be optimized by taking into account the observed differen-
ces in calcium homoeostasis between males and females. Thus, a
reduction in ICa density previously associated to AF in populations of

mixed sex is more prominent in males with AF, suggesting that therapies
normalizing L-type calcium channel activity might be more efficient in
males and that it may be worthwhile to consider L-type calcium channels
as a therapeutical target in males with AF. In this regard, the present find-
ings show that beta-blocker treatment is unable to rescue ICa in males
with AF, pointing to alternative targets, such as Cavb229 that is capable
of restoring ICa in diseased hearts. On the other hand, therapies targeting
mechanisms that modulate spontaneous calcium release and membrane
depolarizations10,13,15,18 are expected to be efficient in females with AF
where we observed a high incidence of ITI currents and membrane depo-
larization, but unsuccessful in males where the incidence of these
arrhythmogenic events is low even in patients with AF. Indeed, we here
show that prevention of A2AR activation was capable of reducing the
high incidence of ITIs in females with AF to levels observed in patients
without AF. Also, in line with a beneficial effect of reducing receptor-me-
diated hyperphosphorylation of the RyR2, we demonstrate that female
AF patients treated with beta-blockers had an ITI frequency similar to
that observed in patients without AF.

It should nevertheless be kept in mind that the patients treated with
beta-blockers did have AF in spite of a low ITI frequency, which might
suggest that an elevated ITI frequency is not the cause but rather a conse-
quence of AF. However, patients with genetic risk variants at chromo-
some 4q25 that increase the risk of AF present elevation of the ITI

frequency that precedes the development of AF.16 This in turn suggests
that ITI suppression with beta-blockers might prevent or delay the onset
of AF in patients prone to present calcium release-induced ectopic activ-
ity. By contrast, beta-blockers may be less effective in patients where the
underlying mechanism is atrial fibrosis33 or dysregulated ion channel ac-
tivity that is unrelated to spontaneous calcium release.34

In summary, our findings demonstrate that further studies aiming to
discover pharmacological targets for restoration of the L-type calcium
current in male patients with AF are warranted while therapies aiming to
normalize RyR2 phosphorylation may be useful to prevent excessive SR
calcium release in females with AF.

Supplementary material

Supplementary material is available at Cardiovascular Research online.
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Serra SA, Vallmitjana A, Vázquez Ruiz de Castroviejo E, Benı́tez R, Aranega A,
Mu~noz-Guijosa C, Franco D, Cinca J, Hove-Madsen L. The 4q25 variant rs13143308t

links risk of atrial fibrillation to defective calcium homoeostasis. Cardiovasc Res 2019;
115:578–589.

18. Reiken S, Wehrens XH, Vest JA, Barbone A, Klotz S, Mancini D, Burkhoff D, Marks
AR. Beta-blockers restore calcium release channel function and improve cardiac
muscle performance in human heart failure. Circulation 2003;107:2459–2466.

19. Herraiz-Martı́nez A, Álvarez-Garcı́a J, Llach A, Molina CE, Fernandes J, Ferrero-
Gregori A, Rodrı́guez C, Vallmitjana A, Benı́tez R, Padró JM, Martı́nez-González J,
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