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Resumen

El eritrocito humano (EH) presenta una vida media de 120 dias; luego, éstos son retirados del
torrente sanguineo. Al ser células anucleadas, éste no es un proceso de apoptosis clasica. La con-
centracién intracelular del i6n calcio aumenta con la edad de estas células. Se ha planteado que el
proceso de senescencia de los eritrocitos esté relacionado con el paso de éstos a través del lecho
capilar. En nuestro laboratorio se ha propuesto la “hipé6tesis del K*” que presenta una explicacion a
este proceso, la cual se fundamenta en dos mecanismos: el canal de KT mecanoactivado del eritrocito
humano (HEMKCA) y el intercambiador K /Ca?*, evidenciados en nuestro laboratorio mediante
el uso de la técnica del T.U.G.O. (The U-Shaped Giga Ohm) Patch Clamp, que simula el estrés
mecanico que experimenta un eritrocito al pasar a través de un capilar sanguineo. La activacién de
este intercambiador presenta caracteristicas de dependencia no lineal con el voltaje y una secuencia
de permeabilidad K*>Rb™>>CsT y Ca?t>Ba?t>Mg?T.

El Adenosin Monofosfato Ciclico (AMPc¢) es un nucledtido ciclico generado a partir de ATP por
accion de la proteina de membrana adenilato ciclasa (AC) en respuesta a diversas sefiales extracelula-
res. Esta molécula acttia como un importante segundo mensajero en la mayoria de los tipos celulares.
Su concentracién normal en el citosol esta alrededor de los 100 nM, pero una sefial extracelular puede
incrementar considerablemente su concentracién en cuestion de segundos.

Esta investigacién se plantea como objetivo principal la determinacion del efecto que ejerce el
AMPc sobre la actividad del intercambiador K*/Ca?* del EH.

El AMPc produce una inhibicién dosis-dependiente sobre la actividad del intercambiador (con
un méximo de 45,334+5,12% en el modo directo y 58,64+15,68 % en el modo inverso) que presenta
saturacién a concentraciones superiores a 1,0 uM. Esta inhibicién es independiente del potencial de
membrana. Este efecto es ejercido por el AMPc sobre las vias de permeacion del intercambiador
(con un maximo de 42,66 % inhibicién en el modo directo y un méaximo de 54,29 % de inhibicién en
el modo inverso) y no sobre el mecanismo de activacion del mismo. Adicionalmente, la inhibicion
lentifica el proceso de desactivacion del transporte (aumentando la 74 hasta 215,22 % en el modo
directo y 7; hasta un 229,25 % en el modo inverso) de manera dosis-dependiente, mostrando satu-
racién a concentraciones superiores a 1,0 uM. Este efecto también es independiente del potencial de
membrana.

Se propone la existencia de un tnico sitio de unién directa al intercambiador en el lado intracelular

para el AMPc que muestra una K; en el orden submicromolar.

Palabras clave: Eritrocito humano, Intercambiador K+ /Ca**, Patch Clamp, AMPc



Indice general

Introduccién 1
La membrana del eritrocito humano . . . . . . . . . ... 2
Metabolismo y Tiempo de vida . . . . . . . . . . . . . . .. 4
Algunos transportadores en la membrana de los eritrocitos . . . . . . ... oL 5

Nat/KTATPasa . . . . . oot e 5
Cotransportador K*/CLl™ . . . . .. ... .. 6
Ca?T-ATPasa . . . . . . . o 7
Canal GArdos . . . . . . . . . 7
Banda 3 o Anion Exchanger 1 (AEL1) . . . . ... ... ... L L. 8
Intercambiador Na™/H™ . . . . ... .. . oL 8
Transportador de glucosa . . . . . . . . ... L 8
Transporte de agua: aquaporinas . . . . . . . . . ..o 9
Otras vias de transporte . . . . . . . . . . . . ... 9
Cascada citotoxica del Calcio . . . . . . . . . . .. 9
AMPc en el eritrocito . . . . .. L 10

Canales i6nicos activados por nucledtidos ciclicos (CNGC, Cyclic Nucleotide-Gated Channels) 13

Antecedentes 15
Senescencia del eritrocito humano . . . . . . . . . ..o 0oL o L 15
Corrientes del Intercambiador K /Ca?" en la membrana del Eritrocito Humano . . . . . . 17
Corrientes Instantaneas del Intercambiador K*/Ca?t . . . . .. .. .. ... ... .. ... 18
Desactivacion del Intercambiador K*/Ca?t . . . . . . .. ... o000 19

Objetivos 20
Objetivo General . . . . . . . . . L 20



Indice general

Objetivos Especificos . . . . . . . . . 20
Materiales y Métodos 21
Obtencion del material biolégico . . . . . . . . . oL 21
Soluciones utilizadas . . . . . . . .. L 21
Medidas electrofisiologicas . . . . . . . . .. 22

El T.U.G.O. (The U-Shaped Giga Ohm) Patch Clamp . . . ... ... ... ... .. 22
Protocolo para agregar AMPc alacamara . . . . . . .. . ... .. ... ... .. 23
Protocolos de estimulaciéon . . . . . . ... 24
Adquisicion de los datos . . . . . ..o Lo L 27

Analisis estadistico . . . . . . .. L 27
Resultados 28
Efecto del AMPc sobre la actividad del intercambiador K*/Ca?t . . . . ... . ... ... 28
Efecto del AMPc sobre la via de permeacion del intercambiador K*/Ca?t . . . . . . . .. 31

Efecto del AMPc sobre el desarrollo temporal de la desactivacion del intercambiador K+ /Ca?* 37

Discusién 44
Conclusiones 48
Bibliografia 48

11



Indice de figuras

10.
11.

12.

13.

14.
15.
16.
17.
18.

Micrografia de eritrocitos normales . . . . . . . . .. ... oL oL
Distribucién normal de los lipidos de la membrana del eritrocito humano . . . . . . .
Esquema del funcionamiento de los transportadores de fosfolipidos . . . . . .. . ..
Composicion iénica de la solucion intracelular de los eritrocitos humanos y de la
solucién extracelular que losrodea . . . . . . . . ... L L
Principales mecanismos de transporte presentes en la membrana del eritrocito humano
Cascada citotoxica del calcio en los eritrocitos humanos . . . . . . . . . .. .. ...
Estructura del AMPc y su ruta de sintesis y degradaciéon . . . . . . ... ... .. ..
Activacion de la PKA . . . . . . .

Topologia de los canales idnicos modulados por nucledtidos ciclicos: HCNC y CNGC

Hipotesis del K. . . . . . . . . .

Corrientes Lic . - - . v o o o e e e

Comparacion de la forma de la pipeta usada en T.U.G.O. Patch Clamp con la usada
en el Patch Clamp convencional . . . . . . . ... .. ..o oL
Esquema de la regién de membrana del eritrocito en el interior de la pipeta en el
T.U.G.O. Patch Clamp . . . . . . . . . . . e
Esquema del posible proceso de formacién del sello . . . . . . . . ... .. ... ...
Esquema del protocolo de sustraccion de fuga P/10 . . . . . . .. ... L.
Esquema de los protocolos de estimulacion para la construccién de las curvas IV . . .
Esquema de los protocolos de estimulacion para las corrientes instantdneas, INST . .

Esquema de los protocolos de estimulacion para construir las curvas de desactivaciéon

111

6



19.
20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.
27.

28.

29.

30.

31.
32.

33.

34.

35.

Indice de figuras

Curva I/V control . . . . . . . . 28
Curva I/V para el efecto del AMPc con una concentracion de 0,1 uM sobre las co-
rrientes del intercambiador K*/Cat . . . . . .. ... L 29
Curva I/V para el efecto del AMPc con una concentracion de 1,0 uM sobre las co-
rrientes del intercambiador K™/Cat . . . . . . ... Lo 30
Curva 1/V para el efecto del AMPc con una concentracion de 10,0 uM sobre las
corrientes del intercambiador K+/Ca?* . . . . . . . ... L 31
Porcentaje de inhibicién obtenido para el modo directo bajo el efecto del AMPc a las
diferentes concentraciones utilizadas . . . . . .. ... oo 32
Porcentaje de inhibicién obtenido para potencias negativos bajo el efecto del AMPc
a las diferentes concentraciones utilizadas . . . . . . .. .. .. Lo 33
Porcentaje de inhibicién promedio obtenido a un potencial de 120 mV en presencia
de las distintas concentraciones de AMPc¢ . . . . . ... 34
Curva control de corrientes instantdneas . . . . . . . . . ... ... .. L. 34
Corrientes instantaneas desarrolladas por el intercambiador K+ /Ca?* en presencia de
0,1uM de AMPcenelbano . . . .. ... ... . 35
Corrientes instantaneas desarrolladas por el intercambiador K+ /Ca?* en presencia de
1,0uM de AMPcenelbafio . . . . . .. . .. 36
Corrientes dearrolladas por el intercambiador K*/Ca?* en presencia de 10,0 uM en
el bafio . . . . . . L 36
Pendiente de la recta obtenida mediante el protocolo de corrientes instantdneas con
respecto a la concentraciéon de AMPc . . . . . .. ... L. 37
Desarrollo temporal de la desactivacion del intercambiador K+ /Ca2?*: Condicién control. 38
Desarrollo temporal de la desactivacion del intercambiador KT /Ca?* en presencia de
0,LuMde AMPc . . . . . o 40
Desarrollo temporal de la desactivacion del intercambiador KT /Ca?* en presencia de
L,0uM de AMPc . . . 0 L 41
Desarrollo temporal de la desactivacion del intercambiador KT /Ca?" en presencia de
10,0 uM de AMPc . . . . . L 42
Valores de constante de tiempo calculados para el ajuste de los datos obtenidos con

el protocolo DEAC . . . . . . . . e 43

v



Indice de tablas

1. Composicion de los fantasmas de eritrocitos . . . . . . . .. ... ... .. ... ...

2. Composicién de las soluciones normal y experimentales. . . . . ... ... ... ...

3. Resumen de los resultados obtenidos



Introduccién

Las células estan rodeadas por una membrana plasmaética, una estructura extraordinariamente fina
y compleja de caracter principalmente lipidico que encierra al citoplasma. Con la ayuda de diversos
mecanimos metabdlicos que se describen més adelante, la membrana regula el trafico molecular entre
el interior ordenado de la célula y el ambiente externo. Esta membrana, segin Singer y Nicolson
(1972), puede verse como un “mosaico” fluido, compuesto por lipidos y proteinas. En este modelo,
las cadenas no polares de los acidos grasos de los fosfolipidos estan unidas mediante fuerzas de Van
der Waals lejos del medio hidrofilico. Por otro lado, las cabezas polares de estos lipidos se encuentran
mirando hacia afuera, en contacto con el medio acuoso. Todas estas interacciones contribuyen a la
estabilidad de la estructura. Las proteinas integrales de membrana son un conjunto heterogéneo de
macromoléculas globulares arregladas en una estructura anfipatica con sus cargas y aminoacidos
polares saliendo de la membrana hacia el medio acuoso y los aminoacidos no polares orientados
hacia el interior hidrof6bico de la membrana (Singer y Nicolson, 1972; Bagatolli y col., 2010).

Las proteinas de membrana son de una excepcional importancia fisiolégica. La mayoria de los
receptores extracelulares tienen un dominio transmembrana que es esencial en el funcionamiento
del receptor. Otras proteinas de membrana son vitales en el transporte de moléculas a través de la
membrana, llamadas proteinas transportadoras.

Los globulos rojos —o eritrocitos— (Figura 1) son células altamente diferenciadas especializadas
en el transporte de oxigeno y dioxido de carbono en la sangre, en la cual constituyen el 99.9% de
los elementos celulares (en Cokelet (2011), citado por Simmonds y col. (2013)). Consisten esencial-
mente de una membrana plasmatica que rodea una soluciéon concentrada de hemoglobina. Carecen
de nuacleo, mitocondria y otros organelos y por ello, desde el punto de vista estructural, son las
células eucaridticas mas simples que se conocen, y ademés son las células mas flexibles conocidas en

mamiferos (en Chien (1987), citado por Simmonds y col. (2013)).
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La mayoria de los eritrocitos de mamiferos ex-
hiben normalmente una forma discoidal bicon-
cava. Esta forma y la correspondiente deforma-
bilidad del eritrocito consisten elementos claves
en su funcionalidad biolégica (Diez-Silva y col.,
2010). Bajo condiciones anormales estas célu-

las pueden transformarse en formas “espinosas”,

llamadas equinocitos, o en estructuras con for-
Fig. 1: Micrografia de eritrocitos normales. Toma-

ma de copa llamadas estomatocitos (Deuticke, do de Sheetz y col. (1976).
1968). Cada disco biconcavo tiene un didmetro de aproximadamente entre 7,5 y 8,7 um, ocupa un
volumen de 91 um3 y tiene un area superficial de 133 um?, con un grosor de 2,4 um en el anillo
externo y de 1,0 um en el centro con una osmolaridad de 300 mOsm/kg (Diez-Silva y col., 2010).
Experimentos han demostrado que esta forma no se ve alterada por cambios de potencial eléctrico,
siempre y cuando éste se mantenga en un intervalo entre -85 a +10mV (Bifano y col., 1984).

El potencial de membrana del eritrocito es aproximadamente -10mV, el cual es muy cercano
al potencial de equilibrio del Cl™ debido a que la permeabilidad de la membrana a este anién es
alrededor de 100 veces mayor que para las otras especies idnicas presentes (Hastings y col., 1928,

citado por Bifano y col., 1984).

La membrana del eritrocito humano

La membrana del eritrocito encierra una so-
) ) _ _ ) Tabla 1: Composicién de los fantasmas de eritroci-
lucién citoplasmatica viscosa del pigmento res- tos. Modificado de Rosenberg y Guidotti

(1968).

piratorio hemoglobina, que se encuentra a una

concentracion de 5,2 mM. En ella pueden en-
Sustancia Porcentaje en masa

contrarse entre 150 y 200 tipos de lipidos (Van
Proteina 49%

Deenen, 1969). La composicion quimica de estas
Fosfolipido 33%

membranas aisladas (fantasmas de eritrocitos)
Colesterol 11%

estd resumida en la Tabla 1, la cual indica que
Carbohidratos totales 7%

estas membranas estdn compuestas por partes

aproximadamente iguales (en términos de masa) de lipidos y proteinas, con una fraccion adicional
de carbohidratos. Estos carbohidratos existen como aziicares en glicoproteinas o en glicolipidos o

en el acido sialico; estos azucares siempre quedan del lado exterior de la membrana. Debido a los
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acidos sidlicos en la glicoforina, una proteina integral de membrana, la superficie celular esté cargada
negativamente (Seaman y Uhlenbruck, 1963). Es bien conocido que en la membrana de los globulos
rojos, como en muchas otras membranas eucaribticas, los lipidos estan distribuidos asimétricamente
(Bretscher, 1972; Bitbol y col., 1987; Chandra y col., 1987; Bitbol y Devaux, 1988; Connor y col.,
1990; Bevers y col., 1992; Diaz y Schroit, 1996; Artmann y col., 1997; Bevers y col., 1999; Daleke y
Lyles, 2000). La distribucion de los fosfolipidos a lo largo de la membrana de las células eucarioticas
no es azarosa: ciertos fosfolipidos —como la fosfatidilcolina y la esfingomielina, localizadas princi-
palmente en la monocapa exterior de la bicapa— se distribuyen asimétricamente a lo largo de la
membrana (Figura 2). Los fosfolipidos neutros (fosfatidilcolina y esfingomielina) estan localizados
preferencialmente del lado extracelular. Los fosfolipidos cargados negativamente (fosfatidil inositol
y fosfatidilserina) se encuentran localizados del lado intracelular, con las cargas negativas de sus ca-
bezas apuntando hacia el citosol (Chandra y col., 1987). Esta composicién se mantiene mas o menos
constante durante la vida del eritrocito maduro, debido a que éste carece de sintesis de lipidos de
novo (Haest, 2003).

La orientacién transmembrana de los lipidos tiene influencias sobre la estructura de la membrana
plasmaética y sobre la funcién de varios sistemas enzimaticos que se encuentran unidos a ésta. También
hay evidencias de que ciertos lipidos ubicados en sitios especificos de la membrana participan en
procesos tan diversos como el reconocimiento célula~célula y la coagulacion de la sangre (Diaz y
Schroit, 1996).

Alrededor del 80 % de la esfingomielina y 75 % 50;

de la fosfatidilcolina se encuentran en la mono- i

Monocapa

PC SN PE P§
10 Externa
A S T
10p

capa exterior de la bicapa. 80 % de la fosfati-
diletanolamina y practicamente toda la fosfati-

dilserina se encuentran en la monocapa interior

Monocapa

% de los lipidos de la membrana

(Zwaal y col., 1973). Debido a que los eritroci-

Interna

20r
tos no tienen la capacidad de sintetizar nuevos

0L

lipidos, cambios en la localizacién de los lipi-
Fig. 2: Distribucién normal de los lipidos de la mem-

dos presentes en la membrana (que implican un brana del eritrocito humano. PC: fosfatidilco-
lina, SM: esfingomielina, PE: fosfatidiletanola-

cambio en alguna caracteristica de ésta), slo mina, PS: fosfatidilserina. Modificado de De-

pueden ser resultado de un remodelado molecu- vaux (1992).

lar mediado por una flipasa que facilita de manera activa el movimiento selectivo de fosfatidilserina
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y fosfatidiletanolamina desde la monocapa externa a la interna (Seigneuret y Devaux, 1984), cuya
actividad es inhibida por concentraciones de Ca?* elevadas en el citosol (Bitbol y col., 1987); una
flopasa, que facilita la migracién de fosfolipidos a través de la bicapa desde la monocapa interior a
la exterior (Bitbol y Devaux, 1988; Connor y col., 1992); y una scramblasa (Diaz y Schroit, 1996;
Boas y col., 1998; Bevers y col., 1999) que promueve el movimiento bidireccional de los lipidos de la
membrana (Daleke y Lyles, 2000), de la cual se encuentran alrededor de 103 copias en la membrana
del eritrocito (Bevers y col., 1999) y que es responsable directo de la pérdida de la asimetria de los
lipidos que conforman la membrana, y cuya actividad es estimulada por concentraciones elevadas de
Ca?t) tales como las encontradas durante la senescencia normal del eritrocito (Boas y col., 1998),
llevando especialmente a excesos de fosfatidilserina en la cara extracelular. Bajo estas condiciones,
la superficie externa de la membrana adquiere actividad procoagulante (Diaz y Schroit, 1996; Bevers

y col., 1999). Un esquema que resume el funcionamiento de estas proteinas se presenta en la Figura 3.

Il
I\

: My
L >
\ £
adentro M M
v ATP v
ATP
"flipasas” "flopasas" "scramblasas”

Fig. 3: Esquema del funcionamiento de los transportadores de fosfolipidos. Tomado de Daleke y
Lyles (2000).

Metabolismo y Tiempo de vida

En comparacién con otras células, los eritrocitos presentan unas rutas metabélicas relativamente
simples. La glicolisis produce ATP y lactato a partir de glusosa, fosfato inorgénico y adenina ex6-
gena. La ruta de las pentosas fosfato proporciona equivalentes reductores en la forma de glutation,
NADH y NADPH, los cuales —en conjunto con la catalasa, la super6xido dimutasa y la glutation
reductasa— actian en la prevencion de la oxidaciéon de los grupos sulfhidrilos de las proteinas y del
Fe?* de la hemoglobina. No se conoce que ocurra el ciclo de los 4cidos tricarboxilicos, el sistema
de los citocromos o catabolismo de lipidos en estas células, aunque se sabe que el colesterol y otros
fosfolipidos presentan un recambio con los lipidos del plasma (Shohet y Mohandas, 1988). La sintesis
de proteinas no ocurre en los glébulos rojos maduros, no se produce replicacién o transcripciéon del

DNA, ni metabolismo de RNA.
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Cada uno de los 2,5%x10'3 eritrocitos presentes en un humano adulto vive alrededor de 120 dias
(Rifkind, 1966; Daugas y col., 2001; Arese y col., 2005; Arashiki y col., 2013). Con una tasa de
recambio de cerca de 1% /dia, se liberan de la médula ésea cerca de 2,5x10!! eritrocitos diariamente,
lo que corresponde a 3 millones de nuevos eritrocitos por segundo. Pasados los 120 dias, los eritrocitos
senescentes unen a su membrana autoanticuerpos IgG y son entonces reconocidos por macréfagos en
la etapa inicial de su desincorporacién, un proceso que lleva al reciclaje del hierro, los aminoacidos
y otros constituyentes esenciales de los globulos rojos (Bartosz y col., 1982; Bosman y col., 2005).
Estos datos referentes a la vida media del eritrocito sugieren la existencia de un reloj bioldgico que
obviamente no viene determinado ni regulado por transcripcién o traduccién de genes en el eritrocito
maduro. Evidencia considerable indica que los sitios de reconocimiento antigénico estdn compuestos
por agrupaciones de una forma oxidada de la proteina Banda 3, también llamada Capnoforina o

Anion Exchanger 1 (Bartosz y col., 1982).

Algunos transportadores en la membrana de los eritrocitos

En la Figura 4 se muestran las concentraciones de los iones més relevantes en el interior de los
eritrocitos humanos y en el plasma sanguineo que los rodea. Estos gradientes electroquimicos son
mantenidos gracias a la actividad de una amplia variedad de protefnas transportadoras presentes
en la membrana de los eritrocitos. Estos mecanismos (representados en la Figura 5) se exponen a

continuacion.

=
1

+

K
143 K

Nu+
105 {145

150

71P12
PHy 7.4
288 mosu
vV = 1.0

Fig. 4: Composicién iénica de la solucién intracelular de los eritrocitos humanos y de la solucién
extracelular que los rodea, denominados 4 y o, respectivamente. Los fosfatos orgénicos son
representados por P~. Tomado de Freedman (2001).

Na®/K* ATPasa
Reportada por primera vez hace mas de medio siglo (Skou, 1965), la bomba Nat /KT es una

proteina integral de membrana que actia en todas las células eucariéticas conocidas manteniendo

concentraciones altas de K™ y concentraciones bajas de Na™ en el interior celular con relaciéon al
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Fig. 5: Principales mecanismos de transporte presentes en la membrana del eritrocito humano. Co-
menzando con la bomba Nat /KT y las vias pasivas de fuga de Nat y K a la derecha, y
siguiendo en sentido de las agujas del reloj, se encuentran el cotransporte K+ /C17, el cotrans-
porte Nat /KT /2ClI7, el intercambio C1~/HCOj3, la bomba de Ca*" junto con una via de
fuga de Ca?*, el canal de K* activado por Ca®* el canal de KT mecanosensible (HEMKCA),
la conductancia del C1~ y el intercambiador K /Ca2* del eritrocito humano. Modificado de
Freedman (2001).

exterior utilizando ATP como fuente de energia (Mercer y col., 1989). Presenta una estequiometria
de 3:2 Na™:K™ (3 iones sodio transportados hacia afuera de la célula por cada 2 iones potasio
transportados hacia adentro de ésta) (Mercer y col., 1989). Se estima que alrededor de 23 % del ATP
consumido por una célula corresponde al funcionamiento de esta bomba (Mercer y col., 1989; Lingrel
y Kuntzweiler, 1994). El estado estacionario de esta célula es alcanzado gracias a la accion de este
transporte activo primario y a la concomitante fuga de iones potasio e iones sodio (hacia afuera y
hacia adentro de la célula, respectivamente) por vias pasivas paralelas.

Cotransportador K*/Cl~

El movimiento de K™ hacia afuera de la célula a través de este mecanismo permite que las células
se encojan cuando son expuestas a valores de pH &4cidos. Esto es gracias a que la salida de iones
potasio estd obligatoriamente acoplada a una salida de iones cloruro con una estequiometria de 1:1
(Kaji, 1993), que mantiene la electroneutralidad del medio intracelular. Esto, por lo tanto, se traduce
en que el transporte a través de este mecanismo no es impulsado por el potencial de membrana.
Este transporte activo secundario, electroneutro, no es sensible a la inhibicién por ouabaina, ni
tampoco por bumetanida (como lo son la Na®t/K+ ATPasa y el cotransportador Nat /Kt /2C1~,
respectivamente). No obstante, es inhibido por furosemida y por cationes divalentes como Ca?*,

Mg?* y Mn?* (Brugnara y Tosteson, 1987; Brugnara y col., 1993).
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Ca’t-ATPasa

La bomba de Calcio de la membrana plasmatica [PMCA, Plasma Membrane Calcium ATPase,
(Schatzmann, 1966)] es una ATPasa de tipo P (Pedersen y Carafoli, 1987) que presenta una muy
elevada afinidad por Ca?*, por lo que generalmente se supone que es responsable de la regulaciéon
de [CaT|; (Stauffer y col., 1995); se ha determinado que la estequiometria de transporte es 1:1
Cat:ATP (Vincenzi, 1989; Brini y Carafoli, 2009). Es activada por calmodulina (CaM) e inhibida
por iones Lantano (La’") y Vanadato (VO3™) de manera no especifica (Tiffert y Lew, 2001; Brini
y Carafoli, 2009). Ademas, se conoce que el diacilglicerol estimula la actividad de esta proteina,
produciendo un incremento en la V4, de la enzima y en su afinidad por Ca?* (Pérez-Gordones
y col., 2009). Existen evidencias de que su actividad es estimulada por ceramidas de manera dosis-
dependiente con un efecto aditivo en presencia de CaM (Colina y col., 2002).

En el humano, esta enzima es codificada por cuatro genes (Stauffer y col., 1995). En los eritrocitos,
esta bomba representa menos del 0,1 % de las proteinas de membranas totales y es el inico mecanismo
conocido de expulsion de Ca?* (Stauffer y col., 1995; Knauf y col., 1974). Est4 compuesta de 1220
aminodcidos que forman 10 dominios transmembrana, dos loops intracelulares que contienen sitios de
unién a ATP y de fosforilacion, y presenta los extremos N- y C-terminal orientados hacia el citosol.
Este ultimo contiene un dominio de unién de calmodulina unida a Ca?*, sitios de fosforilacién y un
dominio de uniéon PDZ que sirve como docking terminal para numerosas proteinas (Strehler y col.,
2007).

Canal Gardos

El canal Gardos es un canal de KT dependiente de Ca?* (Grygorczyk y Schwarz, 1983). Presenta
una conductancia de ~20pS a 0 mV, la cual es independiente del voltaje. Es altamente selectivo por
iones K™, con una relacion de selectividad de aproximadamente 15:1 K*:Na* (Grygorczyk y Schwarz,
1983). Presenta rectificacion a la entrada de K™ a la célula. Es inhibido por drogas especificas como
el clortrimazol (Maher y Kuchel, 2003) o el tetraetilamonio (TEA), que bloquea el poro del canal
impidiendo el paso de KT a través de él (Dunn, 1998).

Usando fantasmas de eritrocitos resellados, Romero y col. (1990) reportaron que el funcionamiento
de este canal esta bajo un control metaboélico complejo via mecanismos mediados por AMPc; algunos

de estos mecanismos requieren ATP y se cree que involucran la fosforilacion del canal.
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Banda 3 o Anion Exchanger 1 (AE1)

Esta proteina, de la que se encuentran aproximadamente un millén de copias en la membrana
de un eritrocito (Steck, 1974), juega dos roles importantes en estas células: (1) sirve de ancla para
las interacciones proteina-proteina que acoplan la membrana con el citoesqueleto (Golan y Veatch,
1980; Branton y col., 1981; Alenghat y Golan, 2013) y (2) mantiene el intercambio aniénico (HCO3
y CI7) entre el interior celular y el ambiente extracelular (Alenghat y Golan, 2013).

El AE1 del eritrocito desempena estas dos funciones mediante dos dominios estructurales: el do-
minio citoplasmico (N-terminal) une el citoesqueleto de espectrina-actina a la membrana plasmatica
via interacciones de unién con ankyrina, proteina 4.1 y proteina 4.2, y el dominio embebido en la
membrana (C-terminal), que media un intercambio entre C1~ y HCO3 que incrementa la capacidad
de carga de COq de la sangre (Alper, 1991) gracias al Efecto Bohr (Hilpert y col., 1963). La funcion
normal de la AE1 es mediar el intercambio electroneutro de CI™ por HCO3 con una estequiome-
tria 1:1 a través de la membrana de los eritrocitos durante el intercambio de gases en los capilares
pulmonares y sistémicos. Ademas, tiene un rol importante en la regulacion del pH en el interior del
eritrocito al expulsar los iones HCO3 presentes, asf como también en el mantenimiento de la forma
del eritrocito mediante interacciones con los componentes del citoesqueleto (Peters y col., 1996).

Intercambiador Na*™ /H™

El intercambiador Nat /KT (NHE, Na®/H* Exchanger) es encontrado virtualmente en todas las
células de mamiferos, donde juega un papel importante en la regulacién del pH intracelular y el
volumen de la célula, y se han descrito seis isoformas de esta proteina (Aharonovitz y col., 1999).
Se ha estudiado el papel de gradientes transmembrana de pH sobre el transporte de Na™ resistente
a ouabaina y a bumetanida observado en eritrocitos humanos y con estos estudios se determiné que
el flujo hacia adentro de Na™ en células con pH = 6,4 incrementaba al aumentar el pH intracelular,
con la concomitante salida de protones (Escobales y Canessa, 1986). Este intercambio presenta una
estequiometria 1:1 y es sensible a amilorida (Semplicini y col., 1989), y en todos los casos estudiados
parece que la reaccién es reversible y que es impulsada tnicamente por los gradientes electroquimicos
de Nat y HT (Aharonovitz y col., 1999).

Transportador de glucosa

La mayoria de las células transportan azicares rapidamente hacia adentro o hacia afuera de ellas a

favor de su gradiente de concentracién. Este proceso es mediado por una familia de transportadores
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de azucares llamadas GLUTs (Carruthers y col., 2009). La GLUT1 fue la primera de estas proteinas
en ser identificada (Kasahara y Hinkle, 1977), purificada (Zoccoli y col., 1978) y clonada (Mueckler
y col., 1985); es una proteina que contiene 12 dominios transmembrana (Mueckler y col., 1985).

Esta proteina transporta glucosa a través de la membrana, aportando el sustrato energético re-
querido por la glicolisis anaerobia (Mueckler, 1989) y se encuentra expresada en grandes cantidades
en la membrana de los eritrocitos, siendo la GLUT1 la isoforma mas abundante (Takata y col.,
1997). Este transporte es modulado por ATP con inhibicién competititva por AMP y ADP, pero no
requiere la hidrolisis de ATP para su funcionamiento (Heard y col., 2000).

Transporte de agua: aquaporinas

En el eritrocito, como en muchos otros tipos celulares, el agua fluye a través de aquaporinas
(Preston y col., 1992). Este transporte es inhibido por cloruro mercturico (Chrispeels y Agre, 1994) y
no es acompanado por cambios medibles de conductancia, lo que indica que esta proteina no permite
el paso de iones, formando un canal selectivo al agua (Preston y col., 1992).

Otras vias de transporte

Las vias para el transporte pasivo de electrolitos en los glébulos rojos humanos incluyen cotrans-
portadores como el Nat/K*/2C1™ y el KT/Cl™ (Agre y Parker, 1989), intercambiadores como el
Na®(LitT)/Na™ (Duhm y Becker, 1977) y Na® /H* (Escobales y Canessa, 1986), canales de K* ac-
tivados por Ca?t (Schwarz y Passow, 1983), conductancia de Cl~ (Freedman, 1983; Freedman y
Novak, 1997), y cotransporte de HC1 (Bisognano y col., 1993). Otros mecanismos median el trans-
porte de nucleésidos, lactato y otros aniones orgénicos, glutatiéon oxidado, colina y aminoacidos

(LeFevre, 1961; Raess y Tunnicliff, 1989).

Cascada citotéxica del Calcio

A pesar de la importancia del Ca?t como disparador y modulador de una variedad de actividades
celulares, niveles elevados de Ca?T intracelular son dafinos para las células en general, especialmente
para los eritrocitos. Un nivel elevado de Ca?* estimula una cascada citotoéxica de cambios bioquimicos
y patofisiologicos (Figura 6). Someter a los eritrocitos a estrés mecénico incrementa el flujo pasivo de
Ca?T hacia el interior de la célula (Brody y col., 1995; Larsen y col., 1981). Cuando la concentracién
intracelular de Ca’t se eleva, la permeabilidad al K* incrementa dramaticamente, un fenémeno

conocido como el efecto Gardos, lo que produce una hiperpolarizacién de la célula. Este incremento
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Fig. 6: Cascada citotoxica del calcio en los eritrocitos humanos. Tomado de Freedman (2001).

en la permeabilidad al KT es debido a la apertura de canales de Kt activados por Ca?*t, y resulta
en una pérdida de KT y Cl1™ intracelular, con la concomitante salida de agua (Schwarz y Passow,
1983). Ademaés, concentraciones elevadas de Ca?T estimulan el funcionamiento de la Ca?* ATPasa,
acelerando el consumo de ATP en la célula (Chandra y col., 1987; Crespo y col., 1987), que en
consecuencia inhibe a la Na™ /KT ATPasa. Cuando [Ca?T]; es muy elevada, el eritrocito pasa de
tener una forma biconcava lisa a una forma equinocitica y posteriormente a un esferocito. A niveles
atin mas altos, el Ca?T activa una transglutaminasa que entrelaza proteinas del citoesqueleto y reduce
la capacidad de deformacién de la célula. También activa proteasas y una fosfolipasa C que convierte
la fosfatidileolina de la membrana a diacilglicerol. Adicionalmente, el aumento en la concentracion
intracelular de Ca?* induce alteraciones marcadas en la asimetria de la membrana (Chandra y col.,

1987).

AMPc en el eritrocito

El AMPc |o AMP ciclico (Figura 7a en la pagina siguiente)| es un nucledtido ciclico generado a
partir de ATP (liberando dos P;) por accién de la proteina de membrana adenilato ciclasa (AC)
—que presenta su unidad catalitica en el lado citosdlico— en respuesta a diversas sefiales extrace-
lulares (Sunahara y col., 1996). Esta molécula actia como un importante segundo mensajero en la

mayoria de los tipos celulares, principalmente mediante la activacién de proteinas quinasas (PK)
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dependientes de AMPc (Avruch y Fairbanks, 1974; Dreyfuss y col., 1978; Adderley y col., 2010b). El
AMPc es hidrolizado a AMP por una enzima fosfodiesterasa (PDE) que funciona constitutivamente
(Figura 7b), y el balance entre su sintesis y su degradacion regula estrechamente su concentracion
espacio-temporal en el interior de la célula. Su concentracién normal en el citosol esta alrededor de
los 100 nM, pero una senial extracelular puede incrementar considerablemente esta concentracion en
cuestion de segundos. Adicionalmente, las PDE (de las que se conocen once familias con multiples
isoformas, tanto citosolicas como asociadas a la membrana) limitan la difusion del AMPc a las in-
mediaciones de su sitio de sintesis, permitiendo la activaciéon de eventos de senalizacién discretos
dentro de la célula (Baillie y col., 2005; Adderley y col., 2009, 2010b,a), y existen evidencias de que
isoformas especificas de PDEs estén asociadas a vias de senalizacién particulares en los eritrocitos y
que éstas participan en la regulacion de la produccion de cAMP mediada por receptores (Adderley

y col., 2010a).
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Fig. 7: Estructura del AMPc y su ruta de sintesis y degradacion.

Cuando se recibe una senal extracelular, se incrementa la actividad de la AC (la cual es modulada
por proteina G y Ca2*t) en contra de un nivel basal de actividad constitutiva de la PDE, aumentando
la concentraciéon citosodlica de AMPc. En la mayoria de las células animales, el AMPc ejerce sus
efectos principalmente mediante la activacién de las PK. Estas quinasas forman una parte integral
de las vias de transduccién de seniales que median funciones especificas en las células: modifican la
actividad de proteinas blanco especificas mediante la fosforilacién de residuos de serina o treonina
especificos de éstas (Dreyfuss y col., 1978; Adderley y col., 2010b). Estas proteinas blanco difieren

ampliamente de un tipo celular a otro, lo que explica por qué los efectos del AMPc varian tan
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marcadamente de un tipo celular a otro. En el eritrocito se han identificado dos proteinas quinasas:
la PKA y la PKC (Adderley y col., 2010b). Las PKA son activadas por AMPc, mientras que las
PKC son activadas por incrementos en la [Ca?ﬂ y/o diacilglicerol (Dreyfuss y col., 1978; Adderley
y col., 2010b). Adicionalmente, existen evidencias de fosforilacién de proteinas de membrana tanto
dependiente como independiente de AMPc (Hosey y Tao, 1977).

En el eritrocito humano se han identificado dos tipos de protenias quinasas dependientes de AMPc:
una de tipo I asociada a la membrana, y otra de tipo II, predominante, encontrada en el citopasma.
Las subunidades cataliticas de estas quinasas encontradas en el eritrocito son idénticas, pero las
reguladoras son diferentes (razon por la cual se considera que existen dos tipos de PKAs en los
globulos rojos humanos) y son ellas quienes determinan su localizacion dentro de la célula. Se ha
propuesto que la subunidad reguladora de la PKA de tipo I interactia especificamente con una o
mas proteinas de la membrana y que esta interacciéon puede colocar a la quinasa en una posicién
preferencial, cerca de sus subtratos (Dreyfuss y col., 1978; Dekowski y col., 1983; Baillie y col., 2005).

En su estado inactivo, la PKA consiste en un complejo de dos subunidades cataliticas y dos
subunidades reguladoras (Fimia y Sassone-Corsi, 2001; Alberts y col., 2008). Cuando el AMPc se
une a las unidades reguladoras, altera la conformacién de éstas y causa la disociacién del complejo
activando las unidades cataliticas (Figura 8). Las unidades cataliticas activadas entonces fosforilan
a sus blancos especificos, modificando su funcion (Dreyfuss y col., 1978). Por otro lado, las unidades
reguladoras se unen a las proteinas ancla de las quinasas A (AKAP, A-kinase anchoring protein).
Estas AKAP estan unidas a un componente del citoesqueleto, por lo que enlazan a la proteina quinasa

a un compartimiento subcelular particular (Fimia y Sassone-Corsi, 2001; Baillie y col., 2005).
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ron a un incremento en los niveles de AMPc, los autores sugirieron un control inhibitorio del canal
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por proteinas quinasas dependientes de AMPc a través de la activacion de una fosfatasa (Romero
y col., 1990).

En funcion de esto, Pellegrino y Pellegrini (1998) estudiaron, a nivel de canales unitarios, los efectos
de activacién o inhibicién de PKA end6gena sobre la activacién de los canales de KT dependientes de
Ca?t de la membrana de eritrocitos humanos; todo esto con la finalidad de explorar la modulacién
por proteina quinasa que podria ser responsable de la variacién de la sensibilidad a Ca?t de estos
canales. Para estos experimentos usaron una solucién experimental del lado intracelular que contenia
AMPc, Mg-ATP y teofilina. Esta soluciéon experimental promueve la fosforilacién. Observaron que
la actividad del canal se ve aumentada cuando se encuentran presentes solo Mg-ATP y Ca?*, pero
que ésta se reduce a niveles normales cuando se agrega la solucidén experimental. De esta manera
confirman, a nivel de canales unitarios, que la actividad de estos canales de la membrana de los
globulos rojos esté estrechamente regulada por la fosforilacion mediada por PKA (Pellegrino y

Pellegrini, 1998).

Canales iénicos activados por nucleétidos ciclicos (CNGC, Cyclic

Nucleotide-Gated Channels)

Los canales que son activados por la unién de un nucleétido ciclico juegan un papel importante en la
regulacion del perfil excitatorio de las células del musculo cardiaco, asi como en las neuronas visuales
y olfatorias. Estos canales se dividen en canales activados por nucledtidos ciclicos (CNGC, Cyclic
Nucleotide-Gated Channels) y canales activados por hiperpolarizacion modulados por nucledtidos
ciclicos (HCNC, Hyperpolarization-activated and Cyclic Nucleotide-gated Channels) (Biel y col.,
1999a,b; Craven y Zagotta, 2006; Biel, 2009; Schiinke y Stoldt, 2013).

Ambos tipos de canales son proteinas tetraméricas cuyas subunidades estan ordenadas alrededor
de un poro central (Figura 9). Cada subunidad esta compuesta por seis segmentos transmembrana
(S1-S6), incluyendo la regién que actia como sensor de voltaje localizada en el segmento S4 (con
residuos cargados positivamente), y regiones N- y C-terminales orientadas hacia el lado intracelular.
El poro del canal i6nico estd formado por los segmentos transmembrana S5 y S6, con el loop del poro
posicionado entre los dos segmentos (sin atravesar completamente la membrana). Los nucledtidos

ciclicos se unen al sitio de unién de los nucledtidos ciclicos (CNBD, Cyclic Nucleotide-Binding

13



Introduccién

Domain), ubicado en el extremo C-terminal de cada subunidad (Craven y Zagotta, 2006; Schiinke y

Stoldt, 2013).

Extracelular

cyclic nucleotide-binding -~
domain (CNBD)

Fig. 9: Topologia de los canales iénicos modulados por nucledtidos ciclicos: HCNC y CNGC. Ambos
tipos de canales estdn compuestos por cuatro subunidades (arriba). Cada subunidad consiste
de seis segmentos transmembrana (S1-S6), incluyendo regiones N- y C-terminal (abajo). La
region C-terminal contiene un CNBD. Se senala también una molécula de AMPc en el modelo.
Tomado de Schiinke y Stoldt (2013).

Tanto en los HCNC como en los CNGC, el CNBD (que tiene aproximadamente 120 residuos)
estd diréctamente conectado con el segmento transmembrana S6 (Craven y Zagotta, 2006). Los
HCNC se abren cuando la membrana se hiperpolariza, y la unién de los nucleétidos ciclicos modula
la actividad del canal cambiando la dependencia de la activacién con el voltaje hacia potenciales
mas positivos. En cambio, la unién directa de los nucleétidos ciclicos es requerida para abrir los
CNGC. En estos canales la unién del ligando al CNBD favorece la apertura del canal mediante
cambios conformacionales que probablemente se propaguen hasta el poro del canal. Sin embargo,
los mecanismos subyacentes que activan estos canales no son conocidos todavia (Craven y Zagotta,

2006; Schiinke y Stoldt, 2013).
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Senescencia del eritrocito humano

Como se senal6 anteriormente, existen evidencias de que el estrés mecanico sobre la membrana del
eritrocito aumenta la entrada de Ca?t a la célula (Larsen y col., 1981). En funcién de esto, Romero
y Romero (1999) estudian un canal de Ca?t en la membrana de los eritrocitos, el cual es activado
por estrés mecanico, y que tal activacién es dependiente de la edad de la subpoblacién utilizada,
teniendo que eritrocitos de diferentes edades tratados con soluciones hipo- o hipertonicas en presencia
de niveles normales de ATP presentan un aumento de la entrada de Ca®*t, particularmente en la
subpoblacion densa (correspondiente a células viejas). Este tipo de resultados parece indicar que
en los eritrocitos viejos se ha producido un cambio, posiblemente relacionado con la membrana,
que genera que estas células sean afectadas en mayor grado por el estrés mecanico producido sobre
ellas (Romero, 2004). Adicionalmente, es bien sabido que la composiciéon de los lipidos que forma
cada lado de la bicapa de la membrana de los eritrocitos es asimétrica (Bretscher, 1972), siendo que
en el lado exterior predominan la fosfatidilcolina y la esfingomielina, mientras que del lado interno
predominan la fosfatidilserina (PS) y la fosfatidiletanolamina. Sin embargo, se presume que esta
asimetria se pierde con el envejecimiento del eritrocito gracias a la accion de una scramblasa (Boas
y col., 1998).

Se ha planteado una hipdétesis que explica el disparo de los procesos de envejecimiento de los
eritrocitos humanos. Esta se fundamenta en que la concentracion de Ca?t aumenta gradualmente
con la edad de la célula, por lo que dicho aumento deberia pasar de gradual a abrupto alrededor
del dia 120, llevando a la célula a su muerte (Romero y col., 1997). Se propone que el canal Géardos
se activaria con el aumento de la concentracion intracelular de Ca?t, el cual seria consecuencia de
la activacion de una permeabilidad a Ca?* que se cree es dependiente del estrés mecanico sobre la

membrana a nivel de la microcirculacion (cuando los globulos rojos pasan a través de los capilares
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sanguineos), lo que generarfa la salida de K* de la célula y por consiguiente la pérdida de C1~, ademas
de una hiperpolarizacién, que a su vez incrementaria la entrada de Ca?* gracias a un proceso de
retroalimentacién positiva. La salida de esta sal impulsaria la salida de agua, por lo que la célula se
harfa mas densa. En el Laboratorio de Fisiologia Molecular y Biofisica (IBE-UCV) llamamos a este
planteamiento “hipétesis clasica de senescencia”.

En nuestro laboratorio se propone una hipoétesis alternativa (Figura 10) que, en contraste con la
hipotesis clasica, se basa en dos mecanismos: el canal de KT mecanoactivado del eritrocito humano
A (HEMKCA, por sus siglas en inglés: Human Erythrocyte Mechano-activated K™ Channel A)
y el Intercambiador K+ /Ca?* dependiente de voltaje. Ambos mecanismos se han podido observar
utilizando la técnica del T.U.G.O. Patch Clamp (ver pagina 22). Esta hipotesis propone que la célula,
durante su paso por el capilar sanguineo, se ve sometida a un gran estrés mecénico. Esto activa el
HEMKCA, incrementando la permeabilidad de la membrana al K* y, a su vez, hiperpolarizando la
membrana, lo que activa el intercambiador Kt/ Ca?t, que permite la entrada de Ca®* al eritrocito.
Asi, estos dos mecanismos generan la salida del ion K, y por consiguiente la salida de iones C1~
v la concomitante salida de agua, haciendo que aumente la densidad de las células. Al salir del
capilar sanguineo, los mecanismos que se encuentran en la membrana del eritrocito vuelven a su
estado inicial. Cada vez que la célula ingresa a un capilar, la [Ca?*]; aumenta, lo que conlleva a la
activacion de las calpafnas, las cuales disminuiran la actividad de las bombas de Ca?*. Debido a que
estos efectos son acumulativos, llegara un punto en el que la capacidad de extraer Ca?t de la célula
serd muy baja y las vias de salida de K¥ no se desactivaran, por lo que la membrana continuara
hiperpolarizada, incrementando la entrada de Ca?* y eventualmente la célula entrara en un proceso

de desincorporacion (Romero, 2004).
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Fig. 10: Hipotesis del KT.
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Corrientes del Intercambiador K*/Ca?" en la membrana del

Eritrocito Humano

Gracias a la utilizacién de la técnica del T.U.G.O. Patch Clamp fueron evidenciadas por primera
vez unas corrientes que no se presentaban como cambios abruptos de conductancia y que ademas eran
de muy baja conductancia, cuando menos al comienzo del desarrollo de las mismas (Romero, 2003).
Estas corrientes fueron denominadas corrientes microscopicas (L), ya que no eran del tipo de canal
unitario y eran de una amplitud mucho menor. Igualmente, se reportd que no se comportaban de
manera 6hmica y que presentaban mayor amplitud cuando se desarrollan a potenciales positivos que
a potenciales negativos. A potenciales positivos, el intercambiador funciona transportando K™ hacia
afuera de la célula y permitiendo la entrada de Ca?* a ésta, por lo que se dice que éste es su modo
directo de funcionamiento. A potenciales negativos ocure lo contrario y por lo tanto se dice que
éste es su modo inverso de funcionamiento (Figuras 11a y 11b). Con base en esto fueron disenados
v llevados a cabo experimentos que demostraron la existencia de un mecanismo electrogénico de
intercambio que permite la salida de K* y la entrada de Ca?* al eritrocito (Romero, 2004).

Experimentos realizados posteriormente en nuestro laboratorio determinaron que la estequiometria
de este intercambiador es de 12:1 y que éste presenta una secuencia de permeabilidad para cationes
monovalentes de K+ > Rb* > Cs*; y para cationes divalentes de Ca?t > Ba?" > Mg?* (Matthes,
2005). Ademas, se determind que el Na™ no es transportado por este intercambiador (Forsyth,
2006). Por otro lado, Galué (2008) determiné que al someter a la membrana al estrés oxidativo, por
el lado intracelular o por ambos lados de la membrana, con Ter-Butil Hidroperoxido (t-BPH) y el
peroxido de hidrégeno (H202), las corrientes desarrolladas por el intercambiador se ven disminuidas

con respecto a la condicidon control, siendo este efecto dependiente de la concentracién del agente

lf‘—”"‘-\_\w :: oo :

T T T
50 100 150
Wm (my)

nd @ o
.. ) g 1.0
. ‘13\_' - L. Modo inverso E 154 Modo directo
(a) Corrientes Imic desarrolladas en pulsos de 1 se- (b) Relacion de Corriente normalizada
gundo a -160mV y a +160 mV. Tomado de Ro- vs Potencial de membrana. Tomado
mero (2004). de Romero (2004).

Fig. 11: Corrientes I,,;.. Tomado de Romero (2004).
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oxidante utilizado y més evidente en el modo directo (modo de salida de K™) del intercambiador
(Galué, 2008). También fue determinado que esta disminucion en la actividad del intercambiador es
debida al proceso de permeacién del mecanismo, y que el estrés oxidativo no afecta su dependencia
con el potencial de membrana. Sin embargo, no se observé ningin efecto sobre el desarrollo temporal
de la desactivacion del intercambiador (Galué, 2008).

Adicionalmente fue estudiado el efecto de la concentracion intracelular de ATP-Mg sobre las

corrientes del intercambiador (Guerra, 2012). Estos experimentos concluyeron que:

» El ATP-Mg aumenta la actividad del intercambiador K*/Ca?* de manera dosis-dependiente,

observandose un efecto mayor en el modo inverso del intercambiador.

= Kl proceso de permeacion del intercambiador también se ve afectado por el ATP-Mg, siendo

més pronunciado el efecto en el modo inverso del intercambiador.

» El ATP-Mg disminuye la dependencia de potencial de la activacion del intercambiador KT /Ca?*.

= El desarrollo temporal de la desactivaciéon del intercambiador es mas lento en presencia de

ATP-Mg.

» Los mecanismos responsables de la activacién, desactivacién y transporte en el intercambiador

K* /Ca?T son susceptibles a modulaciéon por parte del ATP-Mg desde el lado intracelular.

Corrientes Instantaneas del Intercambiador K /Ca**

Entre los estudios realizados en nuestro laboratorio se encuentra la caracterizaciéon de las corrientes
instantaneas del intercambiador, las cuales dependen tnicamente de la permeabilidad de éste. Estas
se obtienen al aplicar un pulso activante justo antes del pulso de prueba, eliminando asi la fase de
activacién del mecanismo, que es dependiente de potencial. Por esta razén, las curvas que se generan
a partir de estos datos conforman lineas rectas que muestran el comportamiento éhmico del proceso

de permeacién del intercambiador. La pendiente de estas curvas es mayor en el modo directo del
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intercambiador que en su modo inverso, lo que indica que la tasa de transporte en este modo es

mayor que en el contrario.

Desactivacién del Intercambiador K*/Ca®"

También se han desarrollado estudios que miden el desarrollo temporal de la desactivaciéon del in-
tercambiador. El protocolo utilizado con este fin consiste en dos pulsos iguales de +£160 mV, variando
el tiempo transcurrido entre pulsos. De esta manera es posible cuantificar el nivel de activacion del
intercambiador desde que finaliza el pulso activante hasta que comienza el segundo pulso. Las cur-
vas obtenidas con este protocolo forman exponenciales negativas con una constante temporal 7 que
es mayor para el modo inverso que para el modo directo, lo que se traduce en que el proceso de

desactivacién es mas lento en el modo de entrada de K™ que en el de salida de este iomn.
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Objetivos

Objetivo General

» Determinar los efectos del AMPc sobre el funcionamiento del intercambiador K*/Ca2* depen-

diente de voltaje de la membrana del eritrocito humano.

Objetivos Especificos

» Determinar la actividad del intercambiador K /Ca?* bajo condiciones fisiologicas.

= Estudiar la activacién del contra-transporte y las corrientes desarrolladas por el paso de iones

Kt y Ca?* a través de éste bajo diferentes concentraciones de AMPc del lado intracelular.

= Estudiar el efecto del AMPc sobre la desactivaciéon del intercambiador KT /Ca?*.
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Obtencién del material biolégico

Para la determinacion del efecto del AMPc sobre la actividad del intercambiador K*/Ca?t del
eritrocito humano se utilizaron glébulos rojos tomados de donantes sanos, obtenidos por puncién
epidérmica y que fueron utilizados inmediatamente para los experimentos electrofisiolégicos sin nin-
gan otro tratamiento. Usando una micropipeta con 5 uLi de la solucién normal (descrita en la Tabla
2) previamente filtrada con filtros para inyectadora de poro de 0,22 ym, se tomé 1pL de mues-
tra, directamente sobre la piel y se colocd en la cdmara experimental, la cual contenia la solucién

experimental (descrita en la Tabla 2).

Soluciones utilizadas

Inicialmente se usé la solucion normal (Tabla 2) tanto en la camara experimental como en la
pipeta (condiciones simétricas), lo que representa la condicién control. Posteriormente se usaron
en la camara tres soluciones experimentales con concentraciones diferentes de AMPc, creando un

gradiente de éste hacia la pipeta, es decir, hacia el exterior celular.

Tabla 2: Composicién de las soluciones normal y experimentales.

SOLUCION COMPOSICION
NORMAL 140 mM KCI1, 10 mM NaCl, 2mM MgCly, 1 mM CaCo,
10mM TRIS

140 mM KCIl, 10 mM NaCl, 2mM MgCly, 1 mM CaCls,
10mM TRIS, 0,1 uM AMPc

140 mM KCl, 10 mM NaCl, 2mM MgCly, 1 mM CaClsy,
10mM TRIS, 1,0 uM AMPc

140 mM KCI1, 10 mM NaCl, 2mM MgCly, 1 mM CaCls,
10mM TRIS, 10,0 uM AMPc

EXPERIMENTAL 1

EXPERIMENTAL 2

EXPERIMENTAL 3
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Medidas electrofisiolégicas

El T.U.G.O. (The U-Shaped Giga Ohm) Patch Clamp

Todos los experimentos fueron realizados usando la técnica del Patch Clamp en su modalidad
T.U.G.O. Patch Clamp, desarrollada especialmente en nuestro laboratorio con la finalidad de simular
en algtn grado los cambios mecédnicos que se dan sobre los eritrocitos cuando éstos pasan a través
del lecho capilar, particularmente manipulando los cambios de presién sobre ellos y estudiar los
procesos que se dan en las membranas de éstas células desde el punto de vista electrofisiolégico
(Romero, 2004). En el Patch Clamp convencional, luego de fabricar la micropipeta, el didmetro de
ésta se reduce puliendo la punta con una microforja, asegurando que el parche aislado de membrana
sea lo méas pequenio posible. En el T.U.G.O. Patch Clamp las paredes de la pipeta son practicamente
paralelas y su apertura interna es lo suficientemente grande como para permitir que una parte
importante de la membrana de la célula permanezca en el interior de la pipeta —teniendo una
gran area de contacto con las paredes internas de ella, donde se forma el sello eléctrico—, pero sin
permitir el paso de la célula entera hacia ésta (Figura 12).

En el Patch Clamp cléasico, debido a la forma de la pipeta, la membrana asociada ésta toma una
forma de “€2”, mientras que en el T.U.G.O. Patch Clamp la membrana toma forma de “U” invertida,
en donde se supone que la porcién de membrana que se encuentra en contacto con la pipeta tiene
una forma cénica y mide entre 3 y 8 pm, mientras que la regiéon de la membrana que esta bajo control

de potencial adopta una forma semiesférica (Figura 13 en la pagina siguiente).

Las pipetas a utilizar fueron elaboradas a partir de capilares de borosilicato con las siguientes medi-
das: didmetro externo: 1,5 mm, didmetro interno:0,86 mm y 10 cm de largo (Sutter Instruments
CO., Novato CA, USA). Estos capilares fueron halados en dos pasos, con ayuda de un puller

vertical por gravedad, modelo 700C (David Kopf Instruments, Tujunga CA, USA). Unicamen-

Fig. 12: Comparacion de la forma de la pipeta usada en T.U.G.O. Patch Clamp con la usada en el
Patch Clamp convencional. (A) Forma de la pipeta usada en el T.U.G.O. Patch Clamp vs
(B) Forma de la pipeta usada en el Patch Clamp convencional. Tomado de Romero (2004).
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Fig. 13: Esquema de la regién de membrana del eritrocito en el interior de la pipeta en el T.U.G.O.
Patch Clamp. (A) Region conica que conforma el sello eléctrico. (B) Region semi-esférica.
Tomado de Romero (2004).

te se utilizaron las pipetas que presentaron una resistencia entre 11 y 14 MQ en la solucién

normal.

La visualizacion de las células se hizo mediante el uso de un microscopio invertido Nikon Diaphot
(Nikon CO., LTD, Tokio, Japén), con oculares de 10X CFW y objetivos de 20 y 40 DL,
y para la manipulacién de las pipetas se utilizé un micromanipulador hidriulico Narishige

modelo MO-203 (Narishige CO, LTD, Tokio, Japon).

La formacién del sello eléctrico se realizo seleccionando un eritrocito para hacer el patch, luego de
que éstos se asientan en el fondo de la caAmara. A continuacion, usando el micromanipulador,
se coloco la punta de la pipeta frente al eritrocito y se succion6 hacia dentro de ella con ayuda
de una inyectadora hasta obtener un sello estable de alta resistencia (un valor de entre 1 y
3 GS). Luego se paso de la configuracion cell-attached a la configuracion inside-out rozando la
punta de la pipeta con el fondo de la camara hasta que se rompi6 la zona de membrana que
sobresale de ésta y se liberé el contenido intracelular, de manera que la solucién en la cdmara

pase a hacer el papel de solucion intracelular (Figura 14).

Protocolo para agregar AMPc a la camara

Para determinar el efecto del AMPc sobre la actividad del intercambiador se incorporé AMPc
en la solucion de la camara experimental en distintas concentraciones (0,1 M, 1,0 uM y 10,0 uM)

utilizando una micropieta P10.
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Fig. 14: Esquema del posible proceso de formacion del sello. Tomado de Romero (2004).

Las soluciones stock de AMPc que se agregaron a la caAmara experimental fueron preparadas utili-
zando la misma solucién normal usada para los experimentos control, y el mayor volumen agregado
a la camara es de 19 uL en un volumen de 980 ul, lo que asegura que no se produzcan cambios
osmoéticos importantes en la soluciéon experimental.

Protocolos de estimulacion

A continuacion se presentan los diferentes protocolos de estimulacion que se aplicaron a los parches
de membrana.

PROTOCOLO DE SUSTRACCION DE FUGA

Al aplicar los protocolos de estimulacion, las corrientes obtenidas incluyen corrientes producidas
por el intercambiador y corrientes producidas por las caracteristicas fisicas de la membrana (capa-
citativas) y por las caracteristicas del sello eléctrico (6hmicas); para poder registrar sélo aquellas
producidas por el intercambiador, es necesario sustraer las otras de las corrientes totales registradas,
va que éstas son mayores que las que pueda desarrollar el intercambiador e impiden su estudio.

El protocolo de sustraccion tipo P/N se aplicé antes de cada protocolo de estimulacion. En este
caso consiste en aplicar 10 veces un pulso con un décimo de la amplitud del pulso final, alternando
el signo de éste. Este protocolo se denomina P/10 (Figura 15 en la pagina siguiente). Cada uno de
estos pulsos generard un 10 % de la corriente total de fuga que se registra en el pulso final. La suma
de todas las corrientes obtenidas en cada uno de los 10 pulsos resulta en el 100 % de las corrientes
registradas en el pulso final que no son producidas por la accién de la proteina estudiada. Se usa

un voltaje de un décimo del pulso final ya que a estos voltajes no se desarrolla la corriente del
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intercambiador (siendo £16 mV la amplitud maxima del prepulso), sino que so6lo se desarrollan las

corrientes que se desea sustraer de las totales.

A

<4— Pulso
1/10
< 1 1 —1 - 1
pulso - |- -

2000 ms

1710

pulso gl 1 | - ]
Y “— Pulso

2000 ms

B

Fig. 15: Esquema del protocolo de sustraccion de fuga P/10. (A) Protocolo P/10 con un puslo de
prueba con voltaje positivo. (B) Protocolo P /10 con un pulso de prueba con voltaje negativo.
Modificado de Guerra (2012).

Es posible aplicar protocolos de substraccién con més de 10 pulsos. Sin embargo, al sumar cada
una de las corrientes obtenidas en cada prepulso también se estd sumando el ruido asociado a cada
una de ellas, lo que podria generar un ruido de una amplitud que afecte la medicion del lag corrientes
del intercambiador KT /Ca?".

ProT1OCOLO I vs. V

Para el estudio del efecto de las diferentes concentraciones del AMPc sobre la activacion de las
corrientes del intercambiador se aplico el protocolo IV. Con esto es posible la construcciéon de curvas
de Corriente contra Voltaje, en las que se puede observar el desarrollo de las corrientes del inter-
cambiador. Se realizaron los protocolos con pulsos cuadrados de voltaje, cada uno de una duracién

de 2 segundos, con una amplitud que va de 0 a £160mV, alejandose de cero en pasos de +20mV
+160mV I |
20mv L T

OmV

(Figura 16).

omv

F 20mv

J |
k I 160mV
' {

2seg

Fig. 16: Esquema de los protocolos de estimulacion para la construccion de las curvas 1/V. (A) Pulsos
de 0 a +160mV. (B) Pulsos de 0 a -160mV. Tomado de Guerra (2012).
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PROTOCOLO DE CORRIENTES INSTANTANEAS (INST)

Con este protocolo se pretende eliminar el efecto de la dependencia de potencial sobre la activacion
de las corrientes del intercambiador, de forma que sélo se observen los cambios de la permeabilidad
como consecuencia de la variacion de la concentracion de AMPc en la caAmara.

Este protocolo consiste en dos pulsos: el primero es activante, el cual posee una magnitud de
+160mV o de -160mV, e inmediatamente después se aplica un pulso que empieza en +160 y va
acercandose a cero en pasos de £40 mV dependiendo del signo del pulso activante. La duracién del

primer pulso es de 2000 ms, mientras que el segundo pulso se aplica solamente por 500 ms (Figura 17).

500 ms+
0mv

}AD mv
A
-160mV T

2000 ms |

+160mV

}amy
l

OmV

2000 m: {500 ms 4

Fig. 17: Esquema de los protocolos de estimulacion para las corrientes instantaneas, INST. (A) Pulso
activante de +160mV. (B) Pulso activante de -160 mV. Modificado de Guerra (2012).

ProTocorLo DEAC

Con este protocolo se determiné el desarrollo temporal de la desactivacion de las corrientes del
intercambiador. Esto se consigue disminuyendo el tiempo entre pulsos.

El protocolo DEAC consiste en aplicar 2 pulsos iguales de +160 mV, con una duraciéon entre los
pulsos que varfa desde 3000 ms a 0 ms en pasos de 500 ms para los potenciales positivos, y de 6000 ms
a 0 ms en pasos de 1000 ms para potenciales negativos. La duracién del primer pulso —el activante—
es de 2000 ms, mientras que la duracion del segundo es de 250 ms (Figura 18).

La forma ideal de expresar las corrientes que se obtuvieron, a fin de poder compararlas entre los
distintos experimentos, seria la de densidad de corriente (pA por unidad de area de membrana).
Sin embargo, al usar el método del T.U.G.O. Patch Clamp es practicamente imposible medir la
cantidad de membrana que se encuentra bajo control de potencial dentro de la pipeta. Por esta
razon las corrientes IV e instantdneas se estandarizaron con respecto al valor obtenido con el pulso
de +120 mV, ya que este potencial se obtienen unas corrientes bastante evidentes en las que el ruido

no es tan significativo como a otros potenciales. En el caso de las corrientes de desactivacion, los

26



Materiales y Métodos

A +—
B
1000 ms
OmvV— +160mV
g 7 OmvV
160mY —2000 ms—4

Fig. 18: Esquema de los protocolos de estimulacion para construir las curvas de desactivacion DEAC.
(A) Pulsos de +160mV. (B) Pulsos de -160 mV. Modificado de Guerra (2012).

datos se presentan como una relacién entre la corriente maxima obtenida con el pulso activante y el

valor de corriente obtenido en el instante en el que comienza el segundo pulso.

Adquisicién de los datos

Las corrientes fueron adquiridas en modo Voltage-Clamp, con una ganancia de 100 mV/pA, con un
filtro pasa-bajos a 1 KHz, para lo cual se utilizé un amplificador AXOPATCH-1C (Axon Instrumen,
Burlingame, CA, USA). Simultdneamente se empled un filtro de linea HumBug (50/60 Hz Noise
Eliminator; Quest Scientific, North Vancouver, BC, Canada) para eliminar el ruido de 60 ciclos
proveniente de la linea de corriente.

Para la digitalizacion de los datos se usé una interfase IT-16 (Instrutech, Port Washington, NY,
USA), empleando un programa de control y adquisicion PULSE (Heka, Lambrecht, Alemania).

Analisis estadistico

Como ya se dijo, la forma ideal de expresar las corrientes medidas seria la de densidad de corriente,
es decir, picoamperios de corriente por unidad de drea de membrana. Sin embargo, debido a la forma
de las pipetas utilizadas en el T.U.G.O. patch clamp, es practicamente imposible determinar la can-
tidad de membrana de eritrocito que se encuentra bajo control de potencial durante el experimento.
Es por esto que las corrientes se estandarizan dividiéndolas entre el valor obtenido a un potencial de
+120mV durante el experimento control. Como consecuencia de esto, no es posible aplicar pruebas
estadisticas que sean confiables para este tipo de datos. Es por esta razén que no se presenta un

analisis estadistico de los datos que apoye las evidencias observadas.
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Efecto del AMPc sobre la actividad del intercambiador K /Ca**

El desarrollo de las corrientes del intercambiador se estudio con el uso del protocolo IV (Figura
16). El control para estos experimentos presenta un n=15 en los potenciales con menos réplicas y
n=22 en los potenciales con mayor ntmero de réplicas. Puede observarse en la Figura 19, donde se
demuestra que las corrientes obtenidas con este protocolo presentan caracteristicas de dependencia
no lineal con el potencial de membrana, teniéndose que el potencial de reversién se encuentra a 0 mV
v que las corrientes que se desarrollan en el modo directo son mayores que aquellas obtenidas en el

modo inverso.
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Fig. 19: Curva I/V control. Los circulos negros representan los valores de corriente estandarizados
con respecto al valor obtenido al potencial de +120 mV acompanados por las barras de error
estandar, teniendo Ninime=19 ¥ Nmarimo=22.

Una vez establecido este control, se probo el efecto del AMPc sobre estas corrientes:
CurvA IV EN PRESENCIA DE 0,1 uM AMPc:

La Figura 20 muestra que el AMPc reduce la magnitud de las corrientes producidas por el inter-

cambiador. Esta inhibicién presenta un valor promedio de 29,18 % (30,80 % en el modo inverso y
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27,57 % en el modo directo). Puede verse, ademés, que la presencia del nucledtido no afecta la forma
de la curva generada, es decir, éstas mantienen sus caracteristicas de dependencia no lineal con el

potencial de membrana impuesto.
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Fig. 20: Curva I/V para el efecto del AMPc con una concentracion de 0,1 uM sobre las corrientes del
intercambiador K+ /Ca2*. Los circulos negros representan las corrientes obtenidas en la con-
diciéon control (Nyinimo=15, Nmazimo—=22), mientras que los circulos blancos representan las
corrientes desarrolladas por el intercambiador en presencia de 0,1 pM de AMPc¢ (ninumo=4,
Nazimo—11). Ambas curvas van acompanadas por sus barras de error estandar.

CURvVA IV EN PRESENCIA DE 1,0 uM AMPc:

En la Figura 21 se observa que el efecto inhibitorio causado por la presencia de AMPc¢ a una
concentraciéon de 1,0 uM es aun mayor, en promedio, que aquel obtenido a una concentracién de
AMPc de 0,1 uM, siendo que la inhibicion promedio es de 32,43 %. Sin embargo, en este caso, la
inhibicion en el modo directo (37,73 %) es mayor que la producida en el modo inverso (27,13 %);
es decir, que la inhibicién por AMPc es més fuerte en el modo de salida de KT que en el modo de
entrada de este i6n. Igualmente puede notarse que la presencia del nucleétido no afecta la forma
de las curvas generadas, ya que éstas mantienen sus caracteristicas de dependencia no lineal con

respecto al potencial de membrana impuesto.
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Fig. 21: Curva I/V para el efecto del AMPc con una concentracion de 1,0 uM sobre las corrientes del
intercambiador K*/Ca?*. Los circulos negros representan las corrientes obtenidas en la con-
diciéon control (Nyinimo=15, Nmazimo—22), mientras que los circulos blancos representan las
corrientes desarrolladas por el intercambiador en presencia de 1,0 uM de AMPc¢ (0minimo=7,
Nnazimo—9). Ambas curvas estan acompanadas por sus barras de error estandar.

CurvA IV EN PRESENCIA DE 10,0 uM AMPc:

En la Figura 22 esta representado el efecto inhibitorio del AMPc a una concentracion de 10,0 M.
En este caso el porcentaje de inhibicion promedio asciende a 42,95 %, siendo el méas alto obtenido
hasta ahora. Es de notar que la inhibicién promedio en el modo inverso (52,86 %) es mayor que
aquella registrada en el modo directo (33,03 %). Una vez mas, las caracteristicas de dependencia no

lineal con el potencial de membrana no se ven afectadas por la accién del inhibidor.

DEPENDENCIA DE LA INHIBICION CON EL POTENCIAL DE MEMBRANA (Vm)

A continuacion se muestran los porcentajes de inhibicién obtenidos en cada experimento a los
diferentes potenciales de membrana impuestos, y bajo las diferentes concentraciones de AMPc utili-
zadas (Figura 23 para el modo directo y Figura 24 para el modo inverso). Con estos datos se realizo
un ajuste lineal, obteniéndose en todos los casos que el porcentaje de inhibicién con respecto al
potencial de membrana es extremadamente variable. En todos los casos, al tratar de buscar alguna
correlacién entre estas variables se obtuvieron lineas rectas con pendientes cercanas a cero, indicando

que no existe correlacion entre estas dos variables.
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Fig. 22: Curva I/V para el efecto del AMPc con una concentracion de 10,0 uM sobre las corrientes
del intercambiador K*/Ca?*. Los circulos negros representan las corrientes obtenidas en
la condicion control (Ny,imime=15, Nmazrime=22), mientras que los circulos blancos represen-
tan las corrientes desarrolladas por el intercambiador en presencia de 10,0 uM de AMPc
(Mninimo=4, Nmazimo—0). Ambas curvas van acompanadas por sus barras de error estandar.

DEPENDENCIA DE LA INHIBICION CON LA CONCENTRACION DE AMPcC

En contraste con lo observado al estudiar la dependencia de la inhibicién con el potencial de mem-
brana, cuando se estudia la relacién que existe entre el porcentaje de inhibicion bajo las diferentes
concentraciones de AMPc a un mismo potencial (Figura 25), se obtiene que existe una curva logistica
que se satura después de una concentracion de 1 uM.

En este punto es evidente que el AMPc produce un efecto inhibitorio sobre las corrientes producidas
por este intercambiador, sin embargo, con los datos presentados hasta ahora es imposible saber si
esta inhibicion afecta directamente al proceso de activacion del mecanismo o si su efecto recae sobre
las vias de permeaciéon de éste. Para definir esto, es necesario observar el comportamiento de las
corrientes instantaneas en presencia del nucleétido ciclico.

Efecto del AMPc sobre la via de permeacién del intercambiador
K+ /Ca2+

El primer paso fue establecer un control del comportamiento de las corrientes instantaneas del
intercambiador K*/Ca?* mediante el uso del protocolo INST (Figura 17 en la pagina 26). Este
control presenta un n=13 y se muestra en la Figura 26. En ella se puede observar que las corrientes

instantaneas tienen un comportamiento aproximadamente éhmico, pues tienen un crecimiento lineal
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Fig. 23: Porcentaje de inhibicién obtenido para el modo directo bajo el efecto del AMPc a las
diferentes concentraciones utilizadas. Los puntos en blanco representan los valores obtenidos
en cada experimento, mientras que la linea representa el mejor ajuste calculado para estos
datos. Se presenta una tabla donde se resumen los parametros de dicho ajuste.
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Fig. 24: Porcentaje de inhibicion obtenido para potencias negativos bajo el efecto del AMPc a las
diferentes concentraciones utilizadas. Los puntos en blanco representan los valores obtenidos
en cada experimento, mientras que la linea representa el mejor ajuste calculado para estos
datos. Se presenta ademas una tabla donde se resumen los parametros de dicho ajuste.
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Fig. 25: Porcentaje de inhibicién promedio obtenido a un potencial de £120mV en presencia de las
distintas concentraciones de AMPc.

con el potencial de membrana, y que la pendiente de la recta en el modo directo es mayor que la
pendiente para el modo inverso, lo cual es consistente con lo probado en trabajos anteriores (Romero,

2004; Matthes, 2005; Forsyth, 2006; Galué, 2008; Guerra, 2012; Paredes, 2012).
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Fig. 26: Curva control de corrientes instantaneas (n=13). Los circulos negros representan las co-
rrientes obtenidas al inicio del segundo pulso del protocolo INST para cada potencial de
membrana impuesto acompafiados por sus barras de error estandar. Se presenta ademas
una tabla que contiene los parametros del ajuste lineal.

CORRIENTES INSTANTANEAS EN PRESENCIA DE 0,1 uM DE AMPC:

El siguiente paso fue colocar AMPc en la camara experimental a una concentracion de 0,1 uM

para estudiar los efectos de este nucledtido sobre la via de permeacién del intercambiador. En la
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Fig. 27: Corrientes instantdneas desarrolladas por el intercambiador K¥/Ca?t en presencia de
0,1 uM de AMPc en el bano. Los circulos negros representan la condicion control (n=13),
mientras que los circulos blancos representan la condiciéon experimental con 0,1 uM de AMPc
(Mininimo=7, Nmazimo—9). Ambas curvas van acompanadas por sus barras de error estandar
y se presenta una tabla con los datos correspondientes al ajuste lineal de cada curva.

Figura 27 puede observarse que el AMPc produce una disminuciéon en la pendiente de la recta con
respecto al control. Este cambio es mas notable en el modo directo (33,72 % de disminucion) que en

el modo inverso (24,32 % de disminucion).

CORRIENTES INSTANTANEAS EN PRESENCIA DE 1,0 uM DE AMPc:

La Figura 28 muestra la curva obtenida bajo la condicién experimental en comparacién con la
obtenida en el control. Una vez mas, puede verse que la accién del nucleétido en el banio produce una
disminucién mayor de la permeabilidad del intercambiador que la producida a una concentracion de
0,1 uM, teniéndose que cambia de 0,00783 a 0,00449 (42,66 % de disminucion) en el modo directo y

de 0,00407 a 0,00186 (54,29 % de disminucion) en el modo inverso.

CORRIENTES INSTANTANEAS EN PRESENCIA DE 10,0 uM DE AMPc:
Utilizando una concentracion del nucledtido de 10,0 uM (Figura 29) se obtiene que la pendiente
de la curva cambia de 0,00783 a 0,00528 (32,57 % de disminucién) en el modo directo y de 0,00407

a 0,00246 (39,56 % de disminucion) en el modo inverso.
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Fig. 28: Corrientes instantdneas desarrolladas por el intercambiador K¥/Ca?t en presencia de
1,0 uM de AMPc en el bano. Los circulos negros representan la condicion control (n=13),
mientras que los circulos blancos representan la condiciéon experimental con 1,0 uM de AMPc
(Mininimo=5, Nmazimo=71). Ambas curvas van acompanadas de sus barras de error estandar
y se presenta una tabla con los datos correspondientes al ajuste lineal de cada curva.
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Fig. 29: Corrientes dearrolladas por el intercambiador K*/Ca?* en presencia de 10,0 uM en el ba-
no. Los circulos negros representan la condicién control (n=13), mientras que los circulos
blancos representan la condicion experimental con 10,0 uM de AMPc¢ (n=5). Ambas curvas
van acompanadas de sus barras de error estandar y se presenta una tabla con los datos
correspondientes al ajuste lineal de cada curva.
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En todos los casos el AMPc causa una disminucién en la permeabilidad del intercambiador tanto
en el modo directo como en el modo inverso, sin afectar el comportamiento éhmico de las corrientes
generadas. Esto se muestra en la Figura 30, en donde se observa que la tendencia es a la disminucion
de la pendiente de la recta a la que se ajustan los datos obtenidos con el protocolo INST. Es impor-
tante destacar, sin embargo, que los errores asociados a los datos registrados a una concentracién

de 1,0 uM de AMPc son altos.
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Fig. 30: Pendiente de la recta obtenida mediante el protocolo de corrientes instantédneas con respecto
a la concentracion de AMPc. Los puntos negros corresponden a los valores de pendiente
obtenidos para el modo directo, mientras que los puntos blancos corresponden a aquellos
que se obtienen para el modo inverso. Se muestran las lineas de tendencia correspondientes
(la linea continua para el modo directo y la linea punteada para el modo inverso). Se muestra
una tabla que contiene los parametros correspondientes al ajuste lineal realizado.

Efecto del AMPc sobre el desarrollo temporal de la desactivacién

del intercambiador K*/Ca?*

Por altimo, se estudio el efecto de diferentes concentraciones de AMPc sobre el desarrollo temporal
de la desactivacion del intercambiador K /Ca?* utilizando el protocolo DEAC (Figura 18). De igual
manera, se trabajé en establecer un control de la desactivacion del intercambiador. Este control se
presenta en la Figura 31, donde puede verse que la curva obtenida a ambos potenciales corresponde
a una exponencial negativa con una 7,=1519,12ms en el modo directo y una 7;=3071,54ms en el

modo inverso.
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(b) Desarrollo temporal de la desactivacion del intercambiador KT /Ca®" para el modo
inverso. Condicién control (n=6).

Fig. 31: Desarrollo temporal de la desactivacién del intercambiador K*/Ca?*: Condicién control.
Ambas curvas vienen acompanadas por sus barras de error estandar y una tabla que contiene
los parametros del ajuste exponencial.
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DESARROLLO TEMPORAL DE LA DESACTIVACION DEL INTERCAMBIADOR EN PRESENCIA DE
0,1 uM DE AMPC:

Una vez establecido el comportamiento del intercambiador en la condicién control, se agregé6 AMPc
en la camara a una concentracién de 0,1 uM y se procedié a repetir el experimento. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 32. En ella se puede observar que en el modo directo el AMPc
no produce un efecto sobre el desarrollo temporal de la desactivacién del intercambiador en el modo
directo, teniéndose que la 74 aumenta de 1519,12 a 1634,97 (7,57 % de aumento), mientras que en el
modo inverso si se observa un efecto inhibitorio, teniéndose que la 7; aumenta de 3071,53 a 5085,28

(65,56 % de aumento).

DESARROLLO TEMPORAL DE LA DESACTIVACION DEL INTERCAMBIADOR EN PRESENCIA DE
1,0 uM DE AMPc:

En la Figura 33 se presenta el efecto de 1 uM de AMPc sobre la desactivacion de las corrientes
del intercambiador. En ella puede verse que, una vez maés, el efecto obtenido es mayor en el modo
inverso, teniendo que la 7; aumenta de 3071,53 a 6907,51 (124,89 % de aumento), mientras que en

el modo directo el cambio para 74 es de 1519,12 a 2987,70 (96,67 % de aumento).

DESARROLLO TEMPORAL DE LA DESACTIVACION DEL INTERCAMBIADOR EN PRESENCIA DE
10,0 uM DE AMPc:

La dltima prueba se hizo en presencia de una concentracién de 10,0 uM del nucleétido en el bano
(Figura 34). Igualmente se observa que el efecto es més marcado en el modo inverso, ya que la 7
aumenta de 3071,53 a 7041,52 (129,25 % de aumento), mientras que en el modo directo 74 aumenta
de 1519,12 a 3269,57 (115,23 % de aumento).

En la Figura 35 se muestran los valores de las constantes de tiempo calculadas para cada experi-
mento usando el protocolo DEAC. En ella puede verse claramente que el efecto sobre el mecanismo
de activacién es dosis-dependiente y que éste presenta saturacién a concentraciones superiores a
1,0 uM.

Por dltimo, la Tabla 3 resume los valores de inhibicién promedio y de aumento de las constantes de
tiempo calculados a partir de los datos obtenidos durante esta investigacién. En ella se observa que los
valores de porcentaje de inhibicién sobre la actividad y el proceso de permeacién son muy similares

en ambos modos de transporte para todos los casos evaluados, con la excepcién del registrado para
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(a) Desarrollo temporal de la desactivacion del intercambiador K™ /Ca®* para el modo
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(b) Desarrollo temporal de la desactivacion del intercambiador K™ /Ca®" para el modo
inverso en presencia de 0,1 uM de AMPc (n=5).

Fig. 32: Desarrollo temporal de la desactivacion del intercambiador K*/Ca?* en presencia de 0,1 uM
de AMPc. Ambas curvas vienen acompanadas por sus barras de error estandar y una tabla
que contiene los parametros del ajuste exponencial.
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(b) Desarrollo temporal de la desactivacion del intercambiador K™ /Ca®" para el modo
inverso en presencia de 1,0 uM de AMPc (n=4).

Fig. 33: Desarrollo temporal de la desactivacion del intercambiador K*/Ca?* en presencia de 1,0 uM
de AMPc. Ambas curvas vienen acompanadas por sus barras de error estandar y una tabla
que contiene los parametros del ajuste exponencial.
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(b) Desarrollo temporal de la desactivacion del intercambiador K™ /Ca®" para el modo
inverso en presencia de 10,0 uM de AMPc (n=4)

Fig. 34: Desarrollo temporal de la desactivacion del intercambiador K*/Ca?" en presencia de
10,0 uM de AMPc. Ambas curvas vienen acompanadas por sus barras de error estandar
v una tabla que contiene los parametros del ajuste exponencial.
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Fig. 35: Valores de constante de tiempo calculados para el ajuste de los datos obtenidos con el
protocolo DEAC. Los puntos negros representan los valores de 7 para el modo directo,
mientras que los puntos blancos representan aquellos valores de 7 calculados para el modo
inverso. Las lineas representan el ajuste de estas constantes a una curva sigmoide.

Tabla 3: Resumen de los resultados obtenidos.

. il i 1 Porcentaje de inhibicidn
Porcentaje de inhibicion ) Aumento de la constante de
. . promedio sobre el proceso | . L,
[cAMP] | promedio sobre la actividad ., tiempo para la desactivacion
i g de permeacion del : §
(uMm) del intercambiador A ¢ del intercambiador
intercambiador
Modo directo [Modo inverso | Modo directo | Modo inverso | Modo directo | Modo inverso
0,1 27.57% 30.80% 33.72% 24.32% 7.63% 65.56%
1,0 37.73% 27.13% 42.66% 54.29% 96.67% 124.89%
10,0 33.03% 52.86% 32.57% 39.56% 115.23% 129.25%

el proceso de permeacion en el modo inverso bajo una concentracion de AMPc igual a 1,0 uM, el

cual es mayor que el efecto inhibitorio observado sobre la actividad del intercambiador.
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Buscando ampliar el conocimiento actual sobre el intercambiador KT /Ca?* del eritrocito humano
se propuso estudiar el efecto que el AMPc tiene sobre la actividad de este transportador. Los experi-
mentos aqui presentados aportan conocimientos sobre un efecto novedoso que ejerce este nucledtido
ciclico sobre la actividad de esta proteina.

La actividad del intercambiador K+ /Ca?* tiene una fase de activacion del mecanismo y una fase
en la que las corrientes desarrolladas dependen tunicamente de la permeacién del mismo. Al ver
la Figura 25 puede observarse que al aumentar la concentracion de AMPc del lado intracelular se
reducen las corrientes generadas por el intercambiador de manera dosis-dependiente.

Ahora bien, considerando solo esta informacién no es posible determinar sobre cual o cuéles
mecanismos se ejerce el efecto observado. Debe realizarse un andlisis por partes para responder esta
pregunta.

En primer lugar se puede decir, de manera cualitativa, que el AMPc¢ no afecta la forma de las
curvas I/V, ya que ellas mantienen sus caracteristicas de dependencia no lineal con el potencial
de membrana independientemente de la concentraciéon de AMPc utilizada. Esto se ve claramente
al comparar las Figuras 19, 20, 21 y 22, en las que se muestra que la amplitud de las corrientes
generadas por el intercambiador aumenta a medida que el potencial de membrana se aleja de 0mV,
siendo siempre mayor en el modo directo de transporte que en el modo inverso. Todo esto nos permite
inferir que el AMPc¢ no ejerce un efecto sobre la dependencia del mecanismo de activacion con el
potencial.

Posteriormente se analizé el efecto producido por el AMPc sobre el mecanismo de permeacion. Esto
se logré utilizando un protocolo que permite registrar las corrientes producidas por el intercambiador
sin tener en cuenta su fase de activacion, es decir, aquellas que dependen Gnicamente del mecanismo
de permeacion. Las curvas generadas a partir de estos datos (Figuras 26, 27, 28 y 29) muestran

que el AMPc inhibe las vias de permeacion en todos los casos estudiados. La Figura 30 evidencia
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este comportamiento, en donde se observa que la permeabilidad de la proteina disminuye conforme
aumenta la concentracion de AMPc. Con base en esto puede decirse que el AMPc ejerce un efecto
inhibitorio evidente sobre el mecanismo de permeacién del intercambiador.

El siguiente paso fue comparar el efecto registrado sobre la actividad del intercambiador con el
observado sobre sus vias de permeacion. Con ayuda de la Tabla 3 podemos ver claramente que los
valores de porcentaje de inhibicién calculados son practicamente iguales para ambos casos, inde-
pendientemente del modo de transporte. Esto nos permite inferir que el efecto observado sobre la
actividad del intercambiador puede ser explicado por la inhibiciéon demostrada sobre el proceso de
permeacién. Esto se puede concluir porque los porcentajes de inhibicién son similares en la mayo-
ria de los casos, exceptuando el calculado para el proceso de permeacién en presencia de 1,0 uM
de AMPc durante el modo inverso, en el que se obtiene un valor mayor que el calculado para la
inhibicién sobre la actividad. Sin embargo, en cualquier caso, el efecto inhibitorio sobre el proceso
de permeacién no debe ser mayor que aquel observado sobre la actividad del intercambiador. Es
posible que esta inconsistencia sea producida por la gran variabilidad de los datos obtenidos bajo
estas condiciones (Figura 28) y podemos atribuirla a error experimental.

A pesar de esta inconsistencia es posible proponer que todo el efecto inhibitorio observado sobre
la actividad del intercambiador es producto de un efecto ejercido por el AMPc sobre sus vias de
permeacién y que, por lo tanto, el mecanismo de activacién no se ve afectado.

Adicionalmente, se construyeron curvas de correlaciéon para evaluar si el efecto inhibitorio es
dependiente del potencial de membrana (Figuras 23 y 24). Lo primero que resalta al analizar estas
curvas es que los datos obtenidos presentan una alta variabilidad. Esto es debido, al menos en parte,
al error experimental asociado a la medicién de las corrientes del intercambiador, puesto que éstas
presentan amplitudes muy pequenas y el ruido asociado a ellas es alto en la mayoria de los casos. Al
realizar un ajuste lineal de estos datos se obtiene en todos los casos una recta con pendiente cercana
a cero. Esto indica que no existe correlacion entre el porcentaje de inhibicién producido por el AMPc
con el potencial de membrana a ninguna de las concentraciones utilizadas, por lo que podria decirse
que son independientes.

En este punto puede decirse, a manera de resumen, que el AMPc produce un efecto inhibitorio
sobre el mecanismo de permeacién del intercambiador sin afectar el mecanismo de activacién o su

dependencia con el potencial de membrana. Este efecto es dosis-dependiente e independiente del
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potencial de membrana, presentando en todos los casos saturacién a valores de concentracién del
nucleétido ciclico por encima de 1,0 pM.

Finalmente se estudi6 el efecto que este inhibidor produce sobre el mecanismo de desactivacion
del intercambiador. En ausencia de AMPc este es un proceso que se ajusta a una exponencial
negativa, teniéndose que la constante de tiempo asociada a su desarrollo es siempre mayor para
el modo inverso que para el modo directo de transporte (Figura 31). En presencia del AMPc esta
relacion se mantiene, pero el proceso se ve lentificado de manera dosis-dependiente en ambos modos
de transporte, produciendo un efecto mayor en el modo inverso y mostrando en todos los casos
saturacion a valores de concentracion del nucleotido por encima de 1,0 uM (Figura 35).

En vista de que el AMPc afecta al proceso de desactivacion sin afectar el proceso de activacion,
debe proponerse que éstos son mediados por mecanismos diferentes. Adicionalmente, si se comparan
las Figuras 25 y 30 puede verse que el efecto inhibitorio producido sobre la actividad (explicado ya
por un efecto sobre el proceso de permeacion) presenta caracteristicas similares a las observadas para
el efecto sobre la desactivacion. En este sentido puede decirse que ambos efectos son dependientes de
la concentracion de AMPc y que éstos presentan saturaciéon a concentraciones por encima de 1,0 uM.

Es bien sabido que en la mayoria de los casos el efecto producido por el AMPc¢ ocurre mediante
fosforilacién mediada por proteinas quinasas A. Ademads, se han presentado evidencias de que existen
bolsillos de ATP asociados a la membrana (Proverbio y col., 1988; Hoffman, 1997; Hoffman y col.,
2009) que podrian permitir que el efecto observado sea producido por dichas proteinas quinasas. No
obstante, en vista de las evidencias aqui presentadas, se propone la existencia de un tnico sitio de
unioén directa del AMPc en la estructura del intercambiador K*/Ca?*, que solo puede estar orientado
hacia el citosol. Esto es debido a que, como se ha explicado antes, en todos los experimentos realizados
se trabajo con parches de membrana aislados en soluciones salinas libres de ATP (descartando asi
la posibilidad de que el efecto observado sea producto de la acciéon de alguna PKA), agregando el
AMPc exclusivamente del lado intracelular de la membrana y, como es bien sabido, esta molécula
es impermeable a las membranas celulares. La uniéon del AMPc a este sitio de accién regula la
actividad del intercambiador inhibiendo el proceso de permeacién, asi como también lentificando la
desactivacion del transporte. Ambos efectos se producen de manera dosis-dependiente mostrando
saturaciéon a valores de concentraciéon de AMPc superiores a 1,0 uM, por lo que la K; del inhibidor

se encuentra en el orden submicromolar.
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Ejemplos de interaccion directa se han evidenciado en canales idénicos en los que el AMPc produce
un efecto excitatorio sobre su actividad, ya sea activandolos o modulandolos (Biel y col., 1999a,b;
Craven y Zagotta, 2006; Biel, 2009; Schiinke y Stoldt, 2013), por lo que es razonable esperar que este
importante y ubicuo segundo mensajero pueda ejercer algin efecto por acciéon directa sobre otros
mecanismos de transporte. No obstante, no se descarta la posibilidad de que el efecto observado
pueda ser producido por interaccion indirecta, por fosforilacién mediante proteinas quinasas A,
aunque este escenario es muy poco probable, va que, incluso si existen bolsillos de ATP asociados
a la membrana de los eritrocitos, los parches de membrana utilizados se encontraron expuestos
por decenas de minutos a una soluciéon salina libre de ATP que permitié que aquellas moléculas
presentes en los bolsillos difundieran a la cdmara experimental, lejos de las proteinas que pudieran

estar utilizandolas.
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» La dependencia de la activacién del intercambiador con el potencial de membrana no se ve

afectada por el AMPc.

= El AMPc produce un efecto inhibitorio afectando la via de permeacion del intercambiador, lo

que reduce su permeabilidad.

= El AMPc lentifica el proceso de desactivacion del intercambiador de manera dosis-dependiente.

Este efecto presenta una K; en el orden submicromolar.

= Se propone la existencia de un sitio de unién para AMPc del lado intracelular en la estructura
del intercambiador K*/Ca?* del eritrocito humano. Este sitio de unién tiene una K; en el
orden sumicromolar y la unién directa del AMPc a éste afecta tanto la via de permeacion

como al mecanismo de desactivacién de este transportador.
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