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RESUMEN

El eritrocito humano es una célula que no posee organelos, presenta una alta concentracién de
hemoglobina en su interior, confiriéndole capacidad de transportar O,. Estas células con un didmetro promedio
de 8 um, tienen una alta capacidad de deformacién, permitiéndoles transitar por los capilares sanguineos con
didametros de entre 2 y 4 um, esto implica someterse a estrés mecanico. Dado que el eritrocito no posee nucleo
no se puede afirmar que existe un proceso de apoptosis clasica en este tipo celular. Sin embargo, el retiro de los
glébulos rojos (GR) esta controlado, estos poseen una vida media de 120 dias */- 1 dia. Surge una pregunta ¢Como
se controla el proceso de senescencia? Se propone que algun proceso ciclico de cambio celular podria servir, como
podria ser precisamente, el paso de los eritrocitos a través de los capilares y el estrés mecanico al que estan
expuestos. Romero (2004) propone la existencia en GR de un canal de K* mecanoactivado y de un intercambiador
K*/Ca?*, sugiriendo que estos mecanismos estarian implicados en el control del proceso de senescencia de este
tipo celular, proponiendo lo que llamé “hipétesis del K*', con la cual busca explicar la génesis del proceso de
senescencia del eritrocito humano. En el presente trabajo se continua la caracterizacién del intercambiador
K*/Ca?* en el eritrocito humano que se ha venido realizando en el Laboratorio de Fisiologia Molecular y Biofisica
de la Universidad Central de Venezuela (LFMB-UCV). Asi, se ha caracterizado el efecto de Adenosin 5°-(B-y imido)
trifosfato (adenil-Imidodifosfato (APM-PNP)), un analogo no hidrolizable de ATP, sobre la activacidn,
permeabilidad y en el desarrollo temporal de la desactivacién del intercambiador, de manera de poder estudiar

la posible necesidad de la hidrdlisis o no del ATP.

El AMP-PNP incrementa las corrientes totales del intercambiador, alcanzando un incremento maximo de
174% en el modo directo y de 138% en el inverso. Este incremento corresponde en parte al efecto sobre la
permeabilidad (139% en el modo directo y 81% en el inverso), donde se ven favorecidas las vias de permeacion
en presencia del andlogo. Y en parte al efecto sobre la activacidn (35% en el modo directo y 58%en el inverso),
haciendo que este mecanismo se haga mas sensible al potencial. Finalmente el APM-PNP enlentece el desarrollo

temporal de la desactivacion del intercambiador en el modo directo, aumentando la T4 hasta 131%.

Con estos resultados se obtiene evidencia de la existencia de dos sitios de unidén para el ATP en el
intercambiador K*/Ca?*, uno de alta afinidad con una Km en el orden de sub-micromolar y otro de baja afinidad
con una Km en el orden de las decenas de mM. Por otro lado los resultados obtenidos son consecuentes con el
hecho de que ambos sitios de unidn no son cataliticos, sino probablemente sitios reguladores, pues el efecto de

ellos sobre la actividad del intercambiador es independiente de la hidrdlisis del ATP.

Palabras clave: intercambiador K*/Ca?*, ATP, AMP-PNP, andlogo de ATP, eritrocito humano, Patch Clamp
1



INTRODUCCION

El eritrocito humano como modelo experimental, ha sido uno de los mas utilizados en el estudio
de la fisiologia de membranas. Sus caracteristicas particulares, lo hace una de las células mas estudiadas
en la Biologia, en particular como modelo para el estudio de los mecanismos de transportes idnicos en

membranas bioldgicas.

El eritrocito humano

El eritrocito humano es una célula carente de organelos, que posee una alta concentracion de
hemoglobina, la cual transporta el oxigeno desde los pulmones hasta los tejidos, donde se intercambia
por anhidrido carbdnico. Luego de este intercambio, el eritrocito transportado en la sangre a través del
sistema circulatorio regresa a los pulmones, donde se libera el anhidrido carbdnico comenzando

nuevamente el ciclo.

Los eritrocitos humanos o glébulos rojos (GR) tienen una forma discoidal bicdncava, con un
didmetro promedio de 8 um, un grosor de 2.4 um en el anillo exterior y 1.0 um en el interior, su volumen
es de unos 87 um?3, un area de superficie de 133 um? y una osmolaridad de 300 mOsm/kg (Diez-Silva y
col., 2010). Su capacidad alta de deformacidn, les permite pasar por los capilares sanguineos con
didmetros entre 2 y 4 um, sometiéndose a un gran estrés mecanico (Hoffman y col. 2000). Los eritrocitos

presentan una vida promedio de alrededor de 120 dias +/- 1 dia (Rifkind, 1966).

Membrana del eritrocito

La membrana del eritrocito (ME) humano junto al citoesqueleto son responsables de la forma
discoidal bicédncava caracteristica del eritrocito, ambos contribuyen a mantener su deformabilidad y
elasticidad. Se ha reportado que la membrana de los glébulos rojos estd compuesta por 19,5% de agua,
39,6% proteinas, 35,1% lipidos, y 5,8% carbohidratos (Pennell, 1974). El contenido total de lipido es
aproximadamente 5.0x10°mg por eritrocito, los fosfolipidos ocupan el 60%, lipidos neutros 30%
(principalmente colesterol) y el resto son glicolipidos. En el eritrocito humano, la fosfatidilcolina (PC),
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fosfatidiletanolamina (PE), esfingomielina (SM) y fosfatidilserina (PS), ocupan de los lipidos totales de la

ME, aproximadamente el 31%, 29%,26% y 13%, respectivamente (Yawata y col. 1984).

En eritrocitos de humanos, fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina se encuentran exclusivamente
en la monocapa interior de la bicapa lipidica; mientras que fosfatidilcolina y esfingomielina predominan
en la monocapa exterior (Cooper, 1970). La asimetria de los lipidos de la membrana tiene un rol

importante en la interaccion del globulo rojo con el medio extracelular (Bevers y col 1999).

Mecanismos de transporte idnico descritos en la membrana del eritrocito

e Na*/K* ATPasa
La Na*/K* ATPasa es una proteina integral de membrana que participa en el mantenimiento de las
concentraciones intracelulares de los iones Na*y K*. La estequiometria de dicha bomba en eritrocitos
fue reportada en 1957 (Post y Jolly, 1957). Esta bomba transporta tres iones sodio al exterior celular por
cada dos iones potasios que pasan al interior celular (Mercer y col. 1989), todo esto a expensas de la

hidrdlisis de una molécula de ATP (adenosin trifosfato).

Esta proteina esta constituida por dos polipéptidos, una subunidad a, de 113 kDa y una subunidad
de 35kDa. La subunidad a esta conformada por ocho segmentos transmembrana. La propiedad catalitica
de la Na*/K* ATPasa se le atribuye a esta subunidad, dado que la misma posee el sitio de unidn del ATP,
ubicado en el lado intracelular. Por otra parte, la subunidad B, estad constituida por un solo segmento
transmembrana, por ahora se desconoce su funcién, sin embargo, se presume que podria estar

involucrada en el anclaje del complejo proteico a la membrana lipidica (Guyton y Hall 2001).

e (Ca’" ATPasa

La Ca?* ATPasa es una proteina transmembrana cuya funcién en la membrana del eritrocito humano,
es la de extraer calcio del interior celular, en contra de su gradiente de concentracién, a expensas de la
hidrdlisis del ATP. En los eritrocitos se han descubieto dos isoformas de dicha bomba: la PMCA1 vy

PMCAA4, esta ultima es la mas abundante (Stauffer y col. 1995).
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El mecanismo de transporte de la Ca?* ATPasa posee una alta afinidad por el Ca?*. Se ha determinado
que en condiciones dptimas la K4 estd entre 200 y 500 mM, siendo la estequiometria de la Ca?* ATPasa

de 1:1 Ca?*/ATP (Brini y Carafoli, 2009).

e (Canales idnicos en la membrana del eritrocito humano

Se conoce que el potencial de membrana del eritrocito se encuentra cercano al potencial de

equilibrio del CI-, debido a la alta permeabilidad de este ion (Funder y Wieth, 1966).

= canales anidnicos

v Canal aniénico con multiples conductancias

Glogowska y col. (2010) muestra la existencia de un maxi-canal anidénico en la membrana del
eritrocito. Este canal muestra multiples subniveles de conductancia. Tales subniveles de conductancia

varian desde 8 a 12pS hasta 600pS (Bouyer y col. 2012).

v Canal aniénico mecanosensible y canal anidnico rectificador hacia afuera

Egée (2002) muestra evidencias de la existencia de dos canales anidnicos, uno mecanosensible de
conductancia lineal y otro rectificador hacia afuera. El primero, con una conductancia de 15pS, es
activado en presencia de proteina kinasa A (PKA) y ATP en la solucidn de la pipeta o por deformacién de
la membrana (Egée y col. 2002). El segundo es sensible a la exposicion en medio hipertdnico y a la caida
del pH externo (Kucherenko y col. 2009).

v/ Canal CIC-2
v" Empleando la técnica de Western-blots se demostrd la existencia de un canal

anionico el cual se llamé canal CIC-2 (Huber y col. 2004). Este canal es activado



por oxidacion usando tertbutilhidroperéxido (t-BHP) (Huber y col. 2004), e
inhibido por Zn (Shumilina & Huber, 2011).

v" VDAC (Canal aniénico voltaje dependiente)

Bouyer y col (2011a) muestran la existencia de un canal aniénico voltaje dependiente (VDAC por sus
siglas en inglés) (Bouyer y col. 2011). La conductancia del VDAC vy la selectividad son dependientes de
voltaje y muestra multiples subniveles con permeabilidades a aniones de distintos tamafios, adicional

presenta subniveles de baja conductancia con permeabilidad a para cationes (Bathori y col., 2006).

v" CFTR (Regulador de la conductacia transmembrana de la fibrosis quistica)

Usando western blots Abraham y col. (2001) muestran la existencia de la proteina CFTR en la

membrana de los eritrocitos. Este canal presenta una conductancia de 8-12ps (Decherf y col. 2007).

e Canales catidnicos

v' Gardos

Gardos (1958) reporta una salida de K* dependiente de Ca?* en eritrocitos. Dicho fenémeno se
denomind efecto Gardos. Posteriormente, en 1981, Hamill consigue registros usando cell-attached
donde demuestra que tal efecto estd dado por una canal de K* activado por Ca®* (Hamill, 1981). El canal
gue se conoce como canal Gardos, fue identificado como canal SK4, perteneciente a la familia de canales

de K* activado por Ca?* de conductancia intermedia.

v’ Canal cationico no selectivo voltaje-dependiete

Halperin y col., (1989) propone la existencia de un canal catidnico no selectivo voltaje-dependiente
(Halperin y col. 1989). Este canal posteriormente fue descrito por Bennekou (Bennekou, 1993) y por

Kaestner (Kaestnery col. 1999). Dicho canal esta acoplado a un receptor de acetilcolina de tipo nicotinico



(Bennekou, 1993) y puede ser activado por prostaglandina E2 (Kaestner y Bernhardt, 2002). El canal
muestra una conductancia alrededor de 20 pS (Christophersen y Bennekou, 1991) y es permeable a

cationes mono y divalentes.

v’ Canal cationico no selectivo voltaje-independiete

En la membrana del eritrocito humano también se ha descrito un canal catidnico no selectivo voltaje-
independiente, este canal es activado por estrés oxidativo (Duranton y col. 2002), por exposicidn a un
medio hiperosmatico (Huber y col. 2001) y por reemplazo del cloruro del medio extracelular (Langy col.

2003).

v" HEMKCA (Human Erythocyte Mecanosensitive K* Channel A)

En el Laboratorio de Fisiologia Molecular y Biofisica del Instituto de Biologia Experimental de la
Universidad Central de Venezuela (LFMB-UCV), donde se llevd a cabo el presente trabajo, se ha descrito
un canal de K* de conductancia intermedia, activado por presién y modulado por Ca?*, al cual se le llamo
HEMKCA (evidenciado por Romero 2004 en eritrocitos humanos). Dicho canal es 100 veces mas
permeable al K* que al Na*, parece no ser permeable al Ca?* y es bloqueado por Ba?*y por Gd*. El autor
menciona que la probabilidad de apertura del canal aumenta al incrementar la presidn, siendo este un

efecto reversible (Romero 2004).

v" TRPC6 (Transient Receptor Potential Cation channel 6)

Por métodos no electrofisiolégicos también se han descrito canales catidnicos en la membrana del

eritrocito humano, como el TRPC6 por sus siglas en inglés “Transient Receptor Potential Cation channel

6”. Este canal ha sido detectado en eritrocitos por analisis de Western Blot (Foller y col., 2008).



v" Bomba de Ca?* como canal
Los trabajos de Pinet y col. (2002) sugieren que la bomba de Ca?* en eritrocitos humanos puede
comportarse como un canal de Ca* compartiendo muchas similitudes con los canales de Ca?* tipo B

(Pinet y col. 2002).

v Receptores de NMDA (N-metil-D-aspartato)

En 2013 Makhroy col. muestran la presencia de receptores de N-metil-D-aspartato (receptor NMDA)
en los eritrocitos circulantes (Makhro y col., 2013). El canal mecanosensible Piezo también ha sido

descrito en la membrana del eritrocito (Cahalan y col., 2015).

v' Canales de Ca?* tipo Ly tipo R

Los canales catidnicos no selectivos descritos hasta ahora son permeables al Ca?* lo que lleva a la
hipdtesis de que las vias conductoras de Ca?* al interior celular son dichos canales. Pocos estudios han
demostrado la existencia de canales de Ca®* en la membrana del eritrocito, como las investigaciones
realizadas por el grupo del Dr. Pedro Romero. La presencia de canales de Ca?* tipo L y tipo R fue
evidenciada utilizando la técnica de Western Blots y trazadores de flujo con inhibidores especificos
(Romero y col., 2006). Experimentos farmacolégicos sugieren un efecto activador en estos canales por

vanadato (Romero y Romero, 2003) y cafeina (Cordero y Romero, 2002).

e Cotransportador K*/CI-

En 1980 Dunham y colaboradores proponen la existencia de un posible transporte de K* dependiente
de CI, el cual podria tratarse de un cotransportador. Los autores llegan a dicha conclusion al observar
un transporte pasivo de K* que presentaba inhibiciéon en ausencia de ClI". También observaron que en
presencia de furosemida se inhibia ese transporte (Dunham y col. 1980). Guillen y col. (1996) reportan
que el cotransportador K*/Cl- tiene una masa de aprox. 150 kDa, que estd constituido por 12 segmentos
transmembrana y un sitio de glicosilacién en el compartimiento extracelular. El cotransportador K*/CI-
es inhibido por furosemida y por cationes divalentes como Ca%*, Mg* y Mn?* (Brugnara y Tosteson,

1987).



Ellory y Hall en 1986, evalian el efecto de presiones hidrostaticas altas en el transporte de cationes
(K*,Rb*,Cs* y K*), insensible a ouabaina, bumetanida y EGTA (flujo pasivo) en eritrocitos humanos a los
cuales se les alteré el volumen celular. Los diferentes volimenes celulares fueron producto de
variaciones en la osmolaridad de las soluciones utilizadas. Los autores reportan que presiones
hidrostaticas altas aumentan la permeabilidad a cationes. También se observé un incremento en el
transporte de K* cuando el volumen celular fue mayor en el eritrocito (Ellory y Hall, 1986). En el trabajo
citado los autores sustituyen el ion ClI" por CH3SO4, observando una disminucién del transporte de K*
hacia el exterior celular en presencia de presiones hidrostaticas altas. Finalmente los autores sefialan
que las evidencias observadas estan asociadas al mecanismo de trasporte K*/Cl- sensible a las variaciones

en el volumen del eritrocito (Ellory y Hall, 1986).

e Cotransportador Na*/K*/2CI

Brugnara junto a su equipo estudid las corrientes de entrada y salida de Na* y K* sensibles a la
furosamida, cuando estas se hacian casi cero en eritrocitos, a diferentes concentraciones de los cationes
(Brugnara y Canessas. 1986). Sus resultados muestran que cuando hay altas concentraciones de K* la
estequiometria de los flujos es de 2 Na*: 3 K*, mientas que en células con concentraciones muy altas de
Na* la estequiometria de los flujos cambia a 3 Na*: 2 K*, siendo evidente que los flujos de Na* y K* son

dependientes de sus concentraciones en la célula.

Los flujos de Na* y K* dependientes de Cl" fueron estudiados mucho mas profundamente por Kracke
(Kracke y Anatra. 1988). Sus resultados mostraron que el influjo de Na* era estimulado por K*y viceversa,
ademads la estequiometria para esos iones era de 1:1. Contrario a lo que se deberia esperar de un
cotransporte, no se observaron los eflujos de Na* y K* para concentraciones entre 0 y 50 mmol/I célula
de los cationes. S6lo hubo estimulacién del eflujo de K* por Na*, y no el eflujo de Na* por el K*. Todos los
influjos fueron estimulados por Cl". Al ser sustituido el Cl"por NO3™ se detenian las corrientes de entrada

de Na*y K*, proponiéndose la existencia de un cotransportador Na*/K*/2CI-.



e Banda3

La Banda 3 también conocida como Capnoforina o intercambiador de aniones | (AE1) es la proteina
integral de membrana mas abundante en los eritrocitos, con un promedio de 10° copias por célula
(Passow,1986). La Banda 3 posee una masa molecular de 101.791 kDa, esta se divide en tres dominios:
un extremo N-Terminal ubicado en el lado intracelular capaz de unir enzimas glicoliticas y hemoglobina;
un dominio transmembrana que intercambia ClI™ hacia el interior celular y bicarbonato hacia el exterior

celular; y un extremo C-Terminal citoplasmatico capaz de unir anhidrasa carbdnica Il (Lux y col. 1989).

La funcidn principal de la Banda 3 es la de intercambiar el cloruro (Cl) extracelular por el bicarbonato
(HCO3) intracelular, en el momento en que ocurre el intercambio 0,-CO3, cuando el eritrocito atraviesa
por los capilares de los tejidos. Este evento ocurre en forma inversa en los capilares alveolares. Cuando
el eritrocito entra al capilar en los tejidos se encuentra con una presion alta de CO; (46 mmHg) en
comparacion con la presiéon en la circulacién arterial (40 mmHg). En el momento que el eritrocito entra
en esta nueva atmoésfera, la presién de CO; dentro de este se eleva hasta 46 mmHg igualandose a la del
tejido y en consecuencia se produce un desequilibrio quimico de CO; y H,COs. Ello se debe en parte a
gue una porcién de CO; es hidratado formando H,COs (acido carbdnico) en presencia de anhidrasa
carbdnica, el cual rapidamente se disocia en bicarbonato y protones. Estos protones liberados
interactdan con la hemoglobina la cual, al estar protonada disminuye su afinidad por el oxigeno, y este
es liberado (efecto Bohr). Ya en esta condicion el CO; es transportado en tres formas diferentes: CO;

disuelto en plasma y citoplasma (3,6 %), combinado con proteinas (11%) y en forma de HCO3™ (81%).

e Intercambiador Na*/H*

Canessa y Escobales (1986) obtuvieron evidencias de la existencia de un intercambiador Na*/H* en
la membrana del eritrocito humano, el cual transporta Na* hacia el interior celular y H* hacia el exterior
celular. Realizaron variaciones en el pH intracelular y extracelular, desde 6,4 a 7,8 en el lado interno y
desde 6,0 a 8,0 en el lado externo, midiendo los efectos en el flujo de Na*. Los autores sefialan que a pH
intracelular acido y pH extracelular entre 6,0 a 8,0 y en presencia de amilorida se observa un blogueo en

la entrada de sodio del 60%. Ademas, reportan que al eliminar el gradiente de pH, se observa una



inhibicidon en la entrada de Na*. Semplicini y col. indican que el intercambiador en cuestidén presenta una

estequiometria de 1:1 (Sempliciniy col.1989).

e Intercambiador Na*/Li*/Na*

Tostesson y Hoffman (1960) reportaron el intercambio de Na* por Na* en una tasa de 1:1 por un
mecanismo distinto del descrito para la bomba Na*/K*. En los afios 70 aumento el interés sobre este
intercambiador ya que se descubrid que también podia intercambiar Li (Hass y col. 1975). Este

cotransporte se ve inhibido por sulfidrilos, en condiciones de pH acidos y por N-etilmaleimida.

e Transportador de glucosa

El proceso de transporte de azucares a favor de su gradiente, hacia y desde el interior celular esta
mediado por una familia de transportadores de azucares llamadas GLUTs (Carruthers y col., 2009). La
GLUT1 fue la primera de estas proteinas en ser identificada, contiene 12 dominios transmembrana
(Mueckler y col., 1985).

Esta proteina transporta glucosa a través de la membrana, aportando el sustrato energético
requerido por la glicdlisis 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).

Senescencia del eritrocito

Dado que los eritrocitos no poseen nucleo no podemos hablar de un proceso de apoptosis clasica
en este tipo celular, por lo cual Romero P. (2004) propone que el procedimiento que lleva consigo el
retiro de los eritrocitos del torrente sanguineo a los 120 dias +/- 1 dia, puede ser un proceso ciclico y de
retroalimentacién positiva. Hasta la fecha existen diferentes hipdtesis que buscan esclarecer lo antes
mencionado. Quintanar y col. (2005) proponen que la muerte del eritrocito es el final de una muerte
celular programada que inicié cuando el eritroblasto maduraba a eritrocito. Este para ser eritrocito debe
perder las mitocondrias y el ndcleo, lo cual sucede con una apoptosis parcial. La apoptosis del
eritroblasto se detiene por un estimulo de diferenciacion y por la eritropoyetina que dispara un proceso
de antiapoptosis (Quintanar y Calderén. 2005).
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Quintanar y Calderén. (2005) proponen que el inicio de la apoptosis se da en eritroblasto en el
proceso de maduracién hacia eritrocito (apoptosis parcial) y se termina aproximadamente 120 dias
después en el proceso de destruccidon del eritrocito. Esto implica pensar en dos posibilidades: una con
un programa bioquimico que se consuma después de dejar en receso la apoptosis que se inicid en el
eritroblasto y que requiere sefiales moleculares que la vuelvan a reactivar. La otra posibilidad es la
generacion de una célula que se encuentra muriendo por apoptosis con una entropia muy lenta pero

continua hasta su destruccion completando la apoptosis (Quintanar y Calderén. 2005).

Lang, y col. (2003b) plantean que el estrés osmotico activa a la fosfolipasa A2, que libera acido
araquiddnico de la fosfatidilcolina. Dicho dacido es convertido por la enzima ciclooxigenasa a
prostaglandina E2; esta estimula al canal catiénico del cual dependerd la entrada de calcio y el

incremento de la entrada de calcio activara a canales Gardos (Lang, y col. 2003b).

En 2006 Klarl, y col. Sugieren la hipétesis de la disminucién energética segun la cual la reduccién
de ATP afecta a la ATPasa de calcio, reduciendo su actividad y con ello la salida de calcio, con el
consecuente incremento de calcio intracelular (Klarl, y col. 2006). Lang, F. y col. (2014) plantean una
hipotesis basada en el estrés oxidativo donde formulan que la reduccién de glutation incrementa la
permeabilidad a calcio a través del canal de cationes, permitiendo una mayor entrada de calcio y con

ello el incremento de este catidn en el interior del eritrocito (Lang, y col. 2014).

Se sabe que la senescencia del eritrocito esta caracterizada por disminucién del volumen celular,
rigidez de la membrana y translocacion de la fosfatidilserina a la monocapa externa, teniendo en comun
el desencadenamiento de dichos cambios, el incremento de la concentracion intracelular de Ca?* (Lang,
y Lang. 2015).

Romero y col en 1997 (Romero y col. 1997a) a través del estudio de eritrocitos separados por un
gradiente de Percoll, que permite obtener una relacidn entre la densidad de la célula en cuestién y la
edad de la misma, consiguen estimar la edad de los eritrocitos. Los autores, miden distintos marcadores
relacionados con la edad celular, tal como cantidad de hemoglobina, conociendo que los eritrocitos

viejos son mas densos que los eritrocitos jovenes (Lutz, y col. 1992) dan como resultado que la medicidn



del Ca%* en ambas poblaciones arroja un incremento de 30nM de Ca?* intracelular en los eritrocitos mas
densos (viejos) en contraposicion de los eritrocitos menos densos (jévenes) con 5 nM de Ca%t
intracelular. Relacionan asi el incremento de la concentracion intracelular de Ca%* con la edad del
eritrocito y la densidad de estos (Romero y col. 1997a). Se dice entonces que el incremento de la
concentracion intracelular de calcio esta relacionado con el proceso de senescencia de la mencionada
célula.

El incremento del Ca?*intracelular puede explicarse en parte por la disminucién de la actividad
de la bomba de Ca?*. Romero y Romero (1997b) sefialan que la actividad de dicha bomba disminuye en
los eritrocitos densos. También podria explicarse mediante la introduccidn de Ca?* al interior celular via

un transportador a través de la membrana (Romero 2004).

En la busqueda de explicar el proceso de senescencia del eritrocito, Romero y col. (1998)
proponen una hipdtesis, la cual para efectos practicos del presente trabajo serd llamada “hipdtesis del
Ca?*”. Esta hipdtesis plantea que la entrada progresiva de Ca?* por una via de paso, favorecida por el
estrés mecdnico al que estan expuestos los eritrocitos en su paso por el lecho capilar, lleva a la activacion
del canal de K* activado por Ca®* conocido como el canal Gardos. La activacién de este canal desencadena
la salida de K* del interior celular lo que promueve una hiperpolarizacién de la célula que a su vez
favorece la entrada de Ca?*, activandose mas canales Gardos, generando una mayor hiperpolarizacion
promoviendo a su vez una mayor entrada de Ca%*, y en consecuencia, un ciclo de retroalimentacién

positiva (Romero 2004).

La salida de K* genera un desequilibrio eléctrico, desencadenando: la salida de KCl y la salida de
agua, ocasionando que la célula se haga mas densa como consecuencia de la disminucién del volumen
celular (nétese que se ha indicado que los eritrocitos “viejos” son los mas densos, siendo asi, este podria
ser el evento que explique tal hecho). Ahora bien, partiendo de la presuncién de que la entrada de calcio
esta favorecida por el paso del eritrocito por los capilares (Romero 2004), dicha entrada generaria un
incremento de Ca?* transitorio, dado que la bomba de Ca?* extraeria el calcio del interior celular. Sin
embargo, este aumento en la concentracion intracelular de CaZ* va a generar la activaciéon de las

calpainas y proteinas-kinasas inactivando la bomba de Ca?* (Lang, y col. 2012, Maellaro, y col. 2013).
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Al pasar el eritrocito nuevamente por el capilar, habrda menos bombas de Ca?* que disminuyan el
incremento de la concentracién intracelular de dicho ion, generado por las vias de paso favorecidas en
el lecho capilar, por lo que cada vez habrd menos actividad de las bombas de Ca?* y por ende se
acumulard el Ca?* en el interior celular, generando todo lo antes expuesto, que finalmente concluye con

el retiro de los eritrocitos del torrente sanguineo.

En el LFMB-UCV a partir del descubrimiento del “canal de K* mecanoactivado del eritrocito
humano” (HEMKCA, por sus siglas en ingles) y del “intercambiador K*/Ca?*”, se propone la “hipdtesis del
K*”. Esta plantea una posible respuesta a cudl es el mecanismo molecular detras del reloj bioldgico

presente en el eritrocito humano (Romero 2004).

Dicha hipdtesis se fundamenta en que el estrés mecdnico al que estd expuesto el eritrocito en su
recorrido por el capilar sanguineo activa al canal HEMKCA, lo que va a generar la salida de K* y por ende
la hiperpolarizacion de la célula, que a su vez activard al intercambiador K*/Ca?* voltaje-dependiente.
Este es el responsable de la entrada de Ca?* al interior celular, la cual tendrd como consecuencia todo lo

expuesto anteriormente, finalizando en la muerte del eritrocito.

Se conoce que el potencial de membrana del eritrocito esta alrededor de -8mV y cdmo podemos ver en
la Figura N21, a este potencial el intercambiador K*/Ca?* no presenta corriente; es por ello que fuera del
capilar sanguineo dicho intercambiador se encuentra inactivo. Ahora bien, como se ha mencionado,
cuando el eritrocito entra al capilar el estrés mecéanico al que estd expuesto, activa al HEMKCA vy este
genera una hiperpolarizacién de la membrana que activa al intercambiador, el cual presenta corrientes

a potenciales menores a -40mV y superiores a +40mV aproximadamente.
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Figura 1. Corriente normalizada vs. Potencial de membrana. Las corrientes se normalizaron al valor que
se generd a +120mV en cada experimento. Valores tomados de 6 experimentos diferentes. Media + ES.

Tomado de Romero 2004.

ANTECEDENTES

En este apartado se habla del intercambiador K*/Ca?* del eritrocito humano, desde cémo se
descubrié hasta las caracterizaciones que se le han hecho. Por ello partiremos de las corrientes
microscopicas descubiertas en el Laboratorio de Fisiologia Molecular y Biofisica de la Universidad Central

de Venezuela (LFMB-UCV).

Corrientes en el eritrocito humano, dilucidadas por la técnica T.U.G.O. “Patch Clamp”

En el LFMB-UCV, haciendo uso de la técnica T.U.G.0. “Patch Clamp” (Romero 2004), se
visualizaron por primera vez ciertas corrientes que no correspondian a las corrientes de “fugas”. Dichas
corrientes, no presentaban un comportamiento 6hmico, es decir que, al aplicar un potencial similar pero
de signo contrario, la corriente generada tenia mayor amplitud a un potencial que a otro; asi mismo,
esas corrientes no presentaban cambios discretos de conductancia. Estas corrientes no habian sido
observadas hasta el momento del estudio realizado por Romero 2004, dado que las investigaciones

previas habian utilizado la configuracién de “Whole cell” donde las corrientes estarian enmascaradas.



Con la finalidad de diferenciarlas de las corrientes macroscdpicas descritas en otros trabajos y de las

corrientes de canales unitarios, se les denominé corrientes microscépicas (Imic).

En la Figura N°2 se muestra un registro tipico de canal unitario, donde puede observarse la diferencia en
el valor de corriente entre ambos potenciales cuando el canal esta cerrado. Dicha diferencia es producto
de corrientes bioldgicas (corrientes microscépicas) y no de corrientes 6hmicas, dado que si

correspondiese a estas Ultimas serian iguales a ambos potenciales.
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Figura 2. Corrientes en la membrana de un eritrocito humano medidas con la técnica T.U.G.O. Patch

Clamp, a potenciales de +/- 40mV. La linea roja sefiala el nivel de cero corriente. (Tomado de Romero

2004).

Con el fin de descartar que tal efecto fuese un artefacto de la técnica empleada, Romero (Romero
2004) realiza experimento con pulsos de larga duracion utilizando soluciones simétricas, con la finalidad
de dilucidar si las corrientes microscopicas poseen caracteristicas cinéticas no atribuibles a las corrientes
de fuga. El autor obtiene que tales corrientes presentan caracteristicas cinéticas distintas segun el signo
del potencial. Asi, a potenciales negativos, el desarrollo de las Imic posee una cinética de activaciéon
compleja y muy lenta, y a potenciales positivos presenta una fase de activacidon en el primer par de
milisegundos, manteniéndose la corriente relativamente constante, luego de lo cual comienza una fase

de inactivacién o decremento (Romero 2004), como puede observarse en la Figura N°3.
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Figura 3. Corrientes Imic a potenciales de -/+ 180mV y pulsos de 6 segundos de duracion. La fuga fue
sustraida utilizando un protocolo p/10. Obsérvense las diferencias en el comportamiento temporal de

las Imic dependiendo del signo del potencial de membrana. (Tomado de Romero 2004).

Finalmente el autor concluye que las Imic poseen caracteristicas cinéticas que dependen del
potencial y que tales caracteristicas (activacion compleja muy lenta a potenciales negativos, y una
activacion rdpida con una inactivacién lenta a potenciales positivos) indican que es muy poco probable

que dichas corrientes sean generadas por algun artefacto de la técnica empleada.

Efectos del Ba?* sobre las corrientes Imic

Romero en el 2004 evalué el efecto de afiadir el ion Ba?* al bafio a una concentracién de 250uM.
Los resultados obtenidos por el autor se muestran en la Fig. N°4, donde se observa que, opuesto a lo que
se esperaba, a potenciales negativos se obtuvo un aumento en la amplitud de las corrientes, y a
potenciales positivos se invirtid la direccién de las corrientes (corrientes de salida pasaron a ser de
entrada); adicionalmente, el autor reporta que el efecto de la adicion del ion Ba?* se pierde en el tiempo

y las corrientes regresan a ser practicamente las mismas de cdmo eran previo anadido el ion.
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Figura 4. Efecto de la adicion de Ba?* al bafio a una concentracién de 250uM. El trazo rojo indica el
control y el trazo azul lo resultante 2min. Posteriores a la adicidn. Pulsos de un segundo a +/- 100mV.

(Tomando de Romero 2004).

Dado que el experimento mostrado en la Fig. N°4 fue realizado bajo condiciones simétricas en el
bafio y en la pipeta, no puede atribuirsele el efecto observado a gradiente quimico alguno, ya que los
movimientos de cargas estarian dados solo por el potencial eléctrico. Puesto que el Ba?* es afiadido en
solucién para dicho ion podria darse la existencia de un gradiente quimico en direccidn a la pipeta
(corriente de salida), sin embargo, se obtiene una corriente de entrada. Para explicar los resultados el
autor propone la existencia de un mecanismo de co/contra-transporte electrogénico en la membrana
del eritrocito (Romero 2004). Este transporte deberia ser capaz de mover n Ba%* y co-transportarlo a
razén de por lo menos n+l+m Cl" 6, contra-transportarlo con n+1+m cationes monovalentes. Este

mecanismo naturalmente moveria Ca* por lo que el autor lo denomina CaXT1 (Romero 2004).

éCo-transporte o contra-transporte?

Con la finalidad de resolver esta interrogante Romero (2004), realiza una serie de experimentos
donde sustituye los cationes monovalentes de la solucién de la camara experimental por el cation
monovalente no permeable N-Metil-D-Glucamina. Romero, a sabiendas de que el efecto de sustituir los

cationes monovalentes en la pipeta es equivalente a anadir CaCl; (BaCl;) al bafio (como se muestra en la



Fig. N°5), implica que la formacién de un gradiente de Ca?* hacia el exterior celular equivale a la

formacién de un gradiente de Na* y/o K* hacia el interior celular (Romero 2004).
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Figura 5. Corrientes obtenidas en el patch 518001-000, con la solucién normal y con la solucién sin K*
ni Na*. El eje de las ordenadas corresponde a la corriente en pAy el eje de las abcisas al valor del punto
gue se estd graficando (cada uno fue tomado a 600us). En este experimento se sostiene un potencial de
mantenimiento de 0 mV, el primer pulso a -160mV y el segundo a +160mV, ambos de dos segundos de
duracidn y separados entre si por 400ms. Es importante aclarar que estas corrientes son las obtenidas
luego de restar el protocolo de sustraccion de fuga y transitorios capacitativos P/10. El trazo rojo es el

control y el trazo azul la corriente luego del cambio de las soluciones. (Tomado de Romero 2004).

Romero concluye que el gradiente de Ca?* en direcidn al exterior celular forzaria la entrada de
cationes monovalentes en una relacién n+1+m cationes monovalentes por cada n Ca?*, esto indicaria
que el ion Ca?* esta siendo transportado por el mecanismo en cuestion en sentido contrario al
movimiento de Na* y/o K*, proponiendo consecuentemente la existencia de un intercambiador (Romero

2004).

Para confirmar esta conclusién el autor sustituye los cationes monovalentes en ambos lados de
la membrana, en cuyo caso ocurre que las corrientes bioldgicas se eliminan, persistiendo tan solo
corrientes 6hmicas, en funcidon de tales resultados concluye que se trata de un intercambiador
obligatorio.
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Consecuentemente Romero dilucida el papel de los cationes monovalentes, sustituyendo el K*
en el bafio con el catidn no permeable, lo cual genera un gradiente infinito de éste desde la pipeta al
bafio, manteniendo al Na* constante. El autor sefiala que los resultados alcanzados son iguales a los
obtenidos en circunstancias de haber sustituido ambos cationes. Concluye asi que es suficiente con la
generacion de un gradiente de K*, de la pipeta al bafio para forzar el paso de Ca®* en el sentido contrario.
También evalla el efecto de la sustitucién de Na* determinando que la generaciéon de un gradiente
infinito para el sodio desde el exterior celular hacia el interior celular, es incapaz de producir la inversiéon
de las corrientes microscdpicas a potenciales positivos, es decir, no es capaz de forzar el movimiento de

Ca%* (Romero 2004).

Finalmente el autor propone la existencia de un intercambiador K*/Ca?* en la membrana del
eritrocito humano, el cual seria responsable de las denominadas corrientes microscépicas (Romero

2004).

Caracterizacion parcial del intercambiador K*/Ca?* del eritrocito humano

El estudio de Matthes en 2005 (Matthes 2005) sobre la estequiometria del intercambiador arrojo
un resultado de 12:1, es decir, el intercambiador transporta 12 K* al exterior celular por cada Ca?* al
interior celular. La autora llega a la conclusidn anterior a partir del uso de distintos gradientes de K* hasta
obtener el potencial de reversidn para tal ion. Conocido dicho valor, el gradiente de K* y sabiendo que
la concentracién de Ca®* permanece constante en tales experimentos, le permitié al autor calcular la
estequiometria partiendo de igualar la fuerza quimica a la eléctrica en las condiciones experimentales

(potencial de reversion).

Matthes también estudia el efecto de iones monovalentes (Rb* y Cs*) y divalentes (Mg?* y Zn?*)
sobre las corrientes del intercambiador, concluyendo que el intercambiador no transporta Cs* vy es
permeable al Rb*, con una tasa 2,5 veces menos permeable que el K*. Por otra parte, la autora concluye
que el intercambiador permite el paso de los dos cationes monovalentes estudiados, siendo el Mg?* 850
veces menos permeable que el Ca%*, sin embargo no pudo determinar la relacion de permeabilidad para
el Zn?*. La autora propone la siguiente secuencia de permeabilidad para los cationes monovalentes:

K*>Rb*>>>>Cs*, mientras que para los cationes divalentes propone: Ca?*>Ba?*>>Mg?* (Matthes, 2005).



Corrientes instantaneas del intercambiador K*/Ca%*
Forsyth en 2006, realiza estudios de corrientes instantdneas al intercambiador K*/Ca%* del

eritrocito humano con la finalidad de conocer las que solo dependen de la permeabilidad.

El protocolo de corrientes instantdaneas permite captar aquellas que presentan un
comportamiento éhmico (Fig. N2 6) para ello establece que sea aplicado un pulso activante seguido de
un pulso de prueba que permite medir, exclusivamente, al inicio del segundo pulso, los valores de

permeabilidad del intercambiador previamente activado.
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Figura 6. Relacidn corriente instantanea normalizada vs potencial de membrana. En rojo los valores de
corriente instantdnea obtenidos aplicando el protocolo de corrientes instantaneas con pulso activante
de +160mV. En azul los valores de corriente instantanea obtenidos con el protocolo de corrientes
instantaneas con pulso activante de -160mV. Todos los datos fueron normalizados al valor de corriente

instantdnea obtenido a +120mV de cada experimento (Tomado de Forsyth 2006).

Desarrollo temporal de la desactivacién de las corrientes del intercambiador K*/Ca?*

Forsyth también estudid la cinética de la desactivacidén del intercambiador. Para ello utilizo el
protocolo de desactivacidn que consiste en la aplicacion de dos pulsos iguales de +160mV o -160mV
incrementando el tiempo entre ellos, permitiendo cuantificar la perdida de corriente entre ambos pulso.
La autora concluye que las corrientes del intercambiador decaen de manera exponencial como se
muestra en la Figura N°7. También reporta que la desactivacion de la corriente a potenciales negativos

es mas lenta que a potenciales positivos (Forsyth 2006).
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Figura 7. Relacién 1Al | normalizado vs. tiempo de separacién entre los pulsos. 1Al I= I>-11, donde |1 es el
valor de la corriente medido en el instante de aplicarse el pulso activante y I, el valor de corriente
instantanea registrado en el instante de aplicaciéon del pulso de prueba. Corrientes obtenidas de
experiementos en codicion simétrica. Potenciales positivos (azul) y a potenciales negativos (rojo). Los
puntos indican los promedios de ocho experimentos diferentes. La linea de ajuste, representa la

tendencia de los datos (Tomado de Forsyth 2006).

Finalmente la autora evalud el efecto de distintos gradientes de Na* sobre las corrientes del

intercambiador, obteniendo que el Na* no tiene ningun efecto sobre dichas corrientes.

Efecto del estrés oxidativo sobre las corrientes del intercambiador K*/Ca?*

Se ha demostrado que en los eritrocitos la peroxidacion lipidica es capaz de cambiar las
propiedades de la membrana, haciendo que esta se haga mas rigida y en consecuencia disminuya su
capacidad de deformacién. Ademas puede alterar la permeabilidad de la membrana (Stark, 2005). Esto
llevd a Galué en el 2008 a estudiar el efecto del estrés oxidativo sobre las corrientes del intercambiador
K*/Ca?* del eritrocito humano, utilizando dos agentes oxidantes, el Ter-butil Hidroperdxido (t-BPH) (el
cual puede oxidar ambos lados de la membrana plasmatica) y el peréxido de hidrégeno (H20z) (el cual

solo puede oxidar el lado donde es aplicado).

Galué obtuvo que el estrés oxidativo causa una disminucion en la magnitud de las corrientes
generadas por el intercambiador K*/Ca?* y que a su vez dicha disminucién depende de la concentracién

del agente utilizado: a mayor concentraciéon, mayor disminucién de las corrientes (Galué, 2008). No



obstante, el mayor efecto sobre las corrientes se observd al oxidar ambos lados de la membrana a
potenciales negativos, concluyendo que la oxidacién influye mds en el modo de entrada de K* (Galué,

2008).

Finalmente el autor menciona que la permeabilidad del intercambiador en estudio se ve
afectada por el estrés oxidativo sobre el intercambiador, disminuyendo su magnitud, pero sin variar la
relacidon que existe entre las corrientes de potenciales positivos y negativos. El autor también propone
gue el estrés oxidativo no tiene efecto alguno sobre el desarrollo temporal de la desactivacion de las

corrientes Imic (Galué 2008).

Efecto del pH intracelular sobre la actividad del intercambiador K*/Ca?*

Cambios en el pH intracelular regulan un nuimero amplio de procesos celulares como
crecimiento, proliferacidn, migracion y transformacion celular. Sin embargo es limitado el conocimiento
de cdmo estos cambios en el pH afectan la conformacién de proteinas y el ensamblaje de
macromoléculas que conducen a diferentes procesos celulares. Es por ello que Paredes en 2012 se
propone estudiar el efecto del pH intracelular sobre la actividad del intercambiador K*/Ca?* del eritrocito
humano, reportando que la acidificaciéon del medio intracelular pudiera estar generando un posible
cambio en un dominio citoplasmatico del intercambiador, facilitando la salida de K* de la célula. La
autora también reporta que la acidificacion del medio intracelular genera un aumento progresivo en la

magnitud de las corrientes salientes de la célula (Paredes 2012).

Efectos del AMPc sobre las corrientes del intercambiador K*/Ca?* de la membrana del eritrocito
humano

Landi (2015) estudia el efecto del AMPc sobre las corrientes del intercambiador K*/Ca?*. Para ello
evalua distintas concentraciones: desde 0,1uM AMPc a 10,0 uM AMPc. Reporta que al aumentar la
concentracion de AMPc del lado intracelular se reducen las corrientes generadas por el intercambiador
de manera dosis-dependiente (Landi 2015). También reporta que el AMPc inhibe las vias de paso en

todos los casos estudiados, lo que se evidencia en la disminucién de la permeabilidad de dicho



intercambiador. El autor propone la existencia de un sitio de uniéon del lado intracelular (en la estructura

del intercambiador K*/Ca?*) con una Kjen el orden submicromolar (Landi 2015).

Estudio del efecto del ATP- Mg sobre las corrientes del intercambiador K*/Ca?* de eritrocito humano
El ATP puede modular de manera directa la actividad de una gran cantidad de canales i6nicos y
transportadores, uniéndose a un segmento de la proteina, cambiando su afinidad por el sustrato.
También puede modular la actividad de manera indirecta, en cuyo caso, puede regular la interaccién de
la proteina con los fosfolipidos en la membrana, o regularlos por proteinas kinasas dependientes de ATP.
Partiendo de esto, Guerra en el 2012, se plantea caracterizar de forma parcial el efecto del ATP sobre el
intercambiador K*/Ca?* del eritrocito humano. Guerra (2012) estudia el efecto de la concentracion de
ATP-Mg sobre las corrientes del intercambiador, sobre la permeabilidad, sobre la activacién y sobre la

desactivacion de dicho intercambiador. Estudios que se profundizan a continuacién:

e Efecto de la concentracion de ATP-Mg sobre las corrientes del intercambiador K*/Ca?*

Para estudiar tal efecto fue utilizado el protocolo | vs. V variando la concentracion intracelular (en el
bafio) de ATP-Mg desde 0,5mM hasta 2mM (Guerra, 2012). La Figura N8 muestra los resultados
obtenido por Guerra 2012, donde se observa un efecto dosis dependiente del ATP-Mg sobre las

corrientes del intercambiador (Guerra, 2012).

24



[ I

|
[}
a t % :
L & B oOnny
3
I - = 0, Sk
2 T + 1 W@ -
* ] I m 1wk
1 [ [
- | : 1,5Mm
. o . . N
180-160-go-mo-Bo £ B 40 20 0 20 40 e =0 100 120140160180 M
» s | = M
I 2
< Patencial de
1 3 wMembrana {mV
; T I 4
J. l 1 5
| T I ®
L 1 !

-8
-9

——

Corriente
10 marmalizada (pa)

Figura 8. Relacion de corriente normalizada vs. Potencial de membrana con 0; 0,5; 1; 1,5; 2 y 4mM
ATP-Mg. Datos obtenidos al aplicar el protocolo | vs. V. Los puntos azules oscuros representan la
condicidon control (n=15). Puntos rojos representan las corrientes con 0,5mM ATP (n=12). Puntos
morados representan las corrientes en presencia de ImM ATP (n=7). Puntos anaranjados representan
las corrientes con 1,5mM ATP (n=5). Puntos verdes representan las corrientes en presencia de 2mM ATP
(n=5). Los puntos azules claros representan la condicion experimental, 4mM ATP (n=4). Tomado de

(Guerra, 2012).

Guerra, 2012 concluye que la modulacidon de ATP-Mg ocurre del lado intracelular y que al no estar
saturado el intercambiador a 4mM es indicativo de que la modulacién de la actividad del intercambiador

por parte del ATP-Mg es de baja afinidad (Guerra, 2012).

e Efecto de la concentracion de ATP-Mg sobre la permeabilidad del intercambiador K*/Ca?*

Guerra 2012, observd un incremento en la pendiente de las rectas en las diferentes condiciones
experimentales (distintas concentraciones de ATP-Mg) con respecto a la condicién control en ambos
sentidos del movimiento de K*. Asi mismo sefiala que la pendiente de la recta en el modo salida de K* se
mantenia igual independientemente de las diferentes concentraciones utilizadas (sefial indicativa de la

saturacion del sistema), mientras que la pendiente de la recta en el modo entrada de K* aumentaba



considerablemente. La Figura N29 refleja los resultados obtenido por Guerra 2012 para la concentraciéon

de 1,5mM ATP-Mg, donde se reafirma lo antes expuesto.
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Figura 9. Relacion de corriente normalizada vs. Potencial de membrana con 1,5mM ATP-Mg. Los datos
desde -160 hasta OmV fueron obtenidos al aplicar el protocolo INST-A y los puntos desde 0 a +160mV
fueron obtenidos con el protocolo INST-B. Los puntos azules representan la condicién control (n=17).
Los puntos naranjas representan la condicién experimental (n=5). En la condicién experimental la
pendiente en el modo de entrada de K+ es mayor que la pendiente en el modo de salida de K+. Tomado

de (Guerra, 2012).

Consecuentemente con lo antes expuesto, se infiere que, la permeabilidad del intercambiador es
afectada de forma distinta dependiendo de la direccién del flujo de K*. En modo salida, se observa que
la pendiente aumenta en presencia de ATP-Mg, sin embargo a 0,5mm ATP-Mg ya se encuentra saturado
el sistema lo que indica la alta afinidad por el ATP-Mg. Esto lleva a Guerra 2012 a proponer la existencia
de un sitio de unidn para el ATP en el intercambiador en estudio, con una Km en el orden de los uM que

afecta la permeabilidad en el modo salida de K* (Guerra 2012).

Por otro lado, se observa que en el modo de entrada de K*, la pendiente aumenta con la
concentracion de ATP-Mg usadas y no se satura, lo que denota la baja afinidad por el ATP, por lo que
Guerra 2012 propone, un segundo sitio de unién del ATP al intercambiador, con una Km en el orden de
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los mM (Guerra, 2012). Guerra denomina “A” al primer sitio de unidn propuesto y “B” al segundo.

e Efecto de la concentracion de ATP-Mg sobre la activacion del intercambiador K*/Ca?*

Para estudiar el efecto del ATP-Mg sobre el proceso de activacién del intercambiador, Guerra (2012),
compara las corrientes obtenidas al aplicar el protocolo | vs. V (corrientes totales) con las corrientes
obtenidas al aplicar el protocolo de corrientes instantaneas. La forma sigmoidea del grafico obtenido a
partir de las corrientes adquiridas con el protocolo | vs. V se debe a la activacién del intercambiador la
cual es dependiente de potencial. Por otro lado, las corrientes obtenidas con el protocolo de corrientes
instantaneas tienen un comportamiento éhmico debido a que el intercambiador ha sido activado
previamente. La comparacion de estas curvas refleja que la diferencia entre si, corresponde al proceso

de activacion del intercambiador.

La Figura N210 presenta los resultados obtenidos por Guerra (2012) para 1,5mM ATP-Mg, donde
obtiene que la forma de las curvas de corrientes totales en el modo de salida de K* se asemeja a la recta
de las corrientes obtenidas por el protocolo de corrientes instantaneas, lo que implica que el ATP-Mg

tiene un efecto sobre la activacion del intercambiador en el modo salida de K* (Guerra, 2012).
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Figura 10. Relacion entre las curvas de corriente instantaneas con las corrientes totales con 1,5mM
ATP-Mg. Los puntos verdes representan los datos obtenidos con el protocolo INST en la condicion

control (n=5). Los puntos naranja representan el ajuste de los datos obtenidos con el protocolo | vs V en



la condicion control (n=5). Las corrientes instantaneas forman una recta, mientras que las corrientes
totales adoptan una forma sigmoidal. La diferencia entre estas corrientes es menor que en la condicién

control y que en presencia de 1ImM ATP. Tomado de (Guerra, 2012).

El hecho de que la curva correspondiente a las corrientes totales se acerque a la recta
correspondiente a las obtenidas por el protocolo de corrientes instantaneas (en el caso del modo de
salida de K*) indica que el ATP-Mg tiene un efecto sobre la actividad del intercambiador, que en el modo
salida de K* se ve reflejado en la disminucién de la dependencia de potencial de la activacién del

intercambiador para este modo.

Debido a que los efectos observados por Guerra (2012), sobre la activacion y la permeabilidad son
distintos, se puede inferir que estos mecanismos se encuentran separados dentro del intercambiador y

son afectados en distintos sitios de interaccién con el ATP-Mg (Guerra 2012).

e Efecto de la concentracion de ATP-Mg sobre la desactivacion del intercambiador K*/Ca?*

Al evaluar el efecto del ATP-Mg sobre el desarrollo temporal de la desactivacion del intercambiador,
se encontré que el ATP-Mg aumenta el tiempo de desactivacidn del intercambiador en el modo de salida
de K+. Este efecto se alcanzd con 0,5mM ATP, por lo que la Km estaria en el orden de las decenas o
centenas de uM, esto implica que el desarrollo temporal de la desactivacion del intercambiador en el
modo de salida de K+ podria verse afectado por el sitio de interaccidon “A” del ATP-Mg, ya que es el sitio
con la mayor afinidad por esta molécula. Posteriormente, al evaluar el efecto del ATP-Mg sobre la
desactivacion en el modo de entrada de K*, no se observd ninglin cambio en el tiempo de desactivacion

estudiado (Guerra, 2012).

Con base en lo anterior, se ha planteado caracterizar el efecto del andlogo de ATP, Adenilil
Imidodifosfato (AMP-PNP) sobre las corrientes del intercambiador K*/Ca2* de la membrana del eritrocito
humano, usando la técnica del Patch Clamp en la modalidad T.U.G.O. Patch Clamp, desarrollada en el

LFMB-UCV.
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AMP-PNP

EL Adenilil Imidodifosfato también conocido como: B, y-Imidoadenosina 5'-trifosfato; AMP-PNP;
ATP[B,y-NH]; Adenosina 5'-(B,y-imido)trifosfato; y AdoPP(NH)P; es un analogo de ATP, en el cual el
tercer oxigeno de la cadena trifosfato es reemplazado por un grupo imido (NH) (Zenén A. 1984). Dicho
analogo, que en adelante llamaremos AMP-PNP, fue sintetizado de la reaccion Imidodifosfato con P?-

adenosina P?difenil pirofosfato por Ralph G. Yount y colaboradores (1971).

El AMP-PNP estructuralmente es similar al ATP como se observa en la figura 11. Esta semejanza
estructural, da una nocién de la gran similitud entre el ATP y el AMP-PNP en la interaccién con los

diferentes sistemas enzimaticos (Yount y col. 1971).
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Figura 11. Estructura del AMP-PNP en la izquierda (Tomado de Yount y col. 1971) y estructura del ATP

a la derecha.

El AMP-PNP es un analogo no hidrolizable de los nucleétidos de adenina con inhibicion de la
hidrolisis del ATP (Melnick, y col 1975). Se dice que no es hidrolizable dado que el enlace pirofosfato
entre los fosfatos B y y, que es hidrolizado por la ATPasa es reemplazado por un enlace no hidrolizable

(Sakharov, y col. 2014).

En 1981 Ortiz, y col. estudiaron las caracteristicas del AMP-PNP en Fi- ATPasa mitocondrial y
obtuvieron que el ADP pero no los gradientes electroquimicos pueden remover el efecto inhibitorio del
AMP-PNP en la actividad de la ATPasa mitocondrial (Ortiz, y col 1981). Los autores también obtuvieron

gue en la F1-ATPasa soluble, el metanol al 20% disminuye la habilidad del AMP-PNP para inhibir la



hidrolisis del ATP, lo que en parte es debido a la disminucidn de la afinidad del sitio de unién para el

AMP-PNP (Ortiz y col 1981).

Van de Ven y col. (1981), estudiaron la union de AMP-PNP en la K*/H* ATPasa bajo distintas
condiciones tales como en presencia de &cido ciclodiaminotetraacetico (CDTA), Mg?* y cationes
monovalentes. Obteniendo que el CDTA inhibe por competitividad la unién de AMP-PNP a la bomba en
cuestion (Van den Van y col. 1981). Los autores reportan que concentraciones de hasta 0,5mM de Mg?*
disminuyen la cantidad de AMP-PNP unidos a la H*-ATPasa a la mitad. Adicionalmente, indican que
concentraciones superiores de Mg?* no incrementan la cantidad de AMP-PNP que no se une a la bomba,

sino que s6lo aumenta la constante de disociacion (Van den Van y col. 1981).

Los cationes monovalentes reducen la cantidad de AMP-PNP que se unen a la K*/H* ATPasa en el
siguiente orden de efectividad: K* > Rb* > Cs* > Na*, Li* (Van de Ven y col. 1981). Los cationes
monovalentes K*, Rb* y Cs* estimulan la actividad de la K*/H* ATPasa causando una disminucion de la
unién entre el AMP-PNP y la bomba en el mismo orden de efectividad (Van de Ven y col. 1981).
Finalmente los autores concluyen que la unién de los cationes monovalentes inducen una carga
conformacional en la enzima, lo que reduce la unidon del AMP-PNP al sustrato e incrementa la

desfosforilacion.

Por otra parte, Yount y col., reportan que el AMP-PNP se une con mayor fuerza a algunos cationes

divalentes como el Ca?*, Mg?*y Mn?* a pH 8.5 (Yount y col. 1971).

Blodow y col. (2016) utilizan AMP-PNP con la finalidad de demostrar que el ATP en canales de K*
sensibles a ATP en células de soporte coclear de cobayo (Cavia porcellus), es necesario como ligando y
no como proveedor de energia proveniente de la hidrolisis. Llegan a tal conclusion dado que en ausencia

de ATP y en presencia de AMP-PNP la conductancia del canal se ve igualmente disminuida.
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OBIJETIVOS

Objetivo General
Caracterizar el efecto de Adenilil Imidodifosfato sobre la actividad del intercambiador K*/Ca?* del

eritrocito humano.

Objetivos Especificos
e Determinar el efecto del Adenilil Imidodifosfato sobre la activacidn del intercambiador K*/Ca%*
del eritrocito humano.
e Caracterizar el efecto de Adenilil Imidodifosfato sobre la permeabilidad idnica del intercambiador
K*/Ca?* del eritrocito humano.
e Caracterizar el efecto de Adenilil Imidodifosfato sobre el desarrollo temporal de la desactivacion

del intercambiador Kt /Ca?* del eritrocito humano.

MATERIALES Y METODOS

Material Biolégico
Se utilizé sangre humana proveniente de donantes sanos, obtenida por puncién epidérmica.
Utilizando una micropipeta con 4ul de solucidén experimental previamente filtrada, se procedié a tomar

1ul de sangre, a ser colocada en la cdmara experimental, contentiva de 0,5mL de solucion experimental.

Soluciones experimentales

|’I

Todos los experimentos partieron de la “solucion experimental o normal” compuesta por:
140mM KCI, 10mM NaCl, 2mM MgClz, 1mM CaCl; y 10mM TRIS y 300 mOsm/kg. Seguidamente se
procedio a colocar en la cdmara experimental el AMP-PNP en distintas concentraciones: 0,5mM, 1,0mM;

1,5mM; 2,0mM y 5,0mM. El pH de las soluciones sera de 7,4.
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Medidas Electrofisioldgicas

e T.U.G.O. Patch Clamp (the U-shape Giga Ohm Patch Clamp)

Los experimentos se realizaron aplicando la técnica del Patch Clamp en la modalidad del T.U.G.O.
Patch Clamp. Esta técnica ha sido desarrollada en el LFMB-UCV con el fin de simular las condiciones de
estrés mecdnico a las que esta expuesta la membrana de los eritrocitos al pasar por un capilar sanguineo.
Esto fue posible gracias a una modificacién en la pipeta, que ahora presenta paredes internas lo mas
paralelas posible, permitiendo que el eritrocito ingrese al interior de la pipeta sin ser succionado por
completo al aplicarse presidn negativa. Las caracteristicas especificas de la pipeta y demds sobre tal
modalidad puede verse en Romero, 2004. Bajo esta modalidad una considerable area de membrana esta
en contacto con las paredes de la micropipeta, siendo en esta zona donde se formara el sello eléctrico.
Una vez formado el sello se cambié a la configuracidon de insideout tocando el fondo de la camara
experimental (Romero, 2004). Esta configuracién recibe el nombre de T.U.G.O. Patch Clamp por sus

siglas en ingles the U-Shape Giga Ohm Patch Camp.

Elaboracion de las pipetas

Las pipetas utilizadas se construyeron a partir de capilares de borocilicato 0.D: 1,5 mm, |.D.:
0,86mm y 10cm de largo (Sutter instrument Co., Noato CA, USA). Estos capilares fueron halados en dos
pasos con un Puller vertical modelo 700C (David Kopf Instruments, USA). El procedimiento de la

fabricaciéon de las pipetas fue realizado como se describe en Romero, 2004.

La forma de las pipetas para el T.U.G.O. Patch Clamp intenta simular el paso del eritrocito por el
capilar sanguineo desde el punto de vista mecdnico, permitiendole aislar una gran cantidad de
membrana y a su vez evitar que el eritrocito sea succionado por completo, la principal diferencia entre

la pipeta del T.U.G.O. Patch Clamp y el Patch Clamp original podemos verla en la figura N° 12.
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Figura 12. Forma de la punta de las pipetas utilizadas en la técnica del T.U.G.O. Patch Clamp (A). Forma

de la punta de una tipica pipeta pulida de Patch Clamp (B) (tomado de Romero 2004).



En las pipetas comuUnmente usadas en el Patch Clamp clasico, el didametro de la punta de la pipeta
al final del proceso de fabricacidn se ve disminuido al pulirla con una forja, de manera que se obtengan
pocos canales dentro de la pipeta y también para tratar de disminuir la resistencia en serie asociada a
esta zona. En el T.U.G.O. Patch Clamp, las pipetas no se pulen, estas presentan una abertura interna en
la punta lo suficientemente grande como para permitir que el eritrocito entre al interior, sin que sea
succionado completamente, quedando una porcién de la célula en el interior de la pipeta y un area
grande de la membrana en contacto con las paredes internas de la misma. Esta drea constituye la zona

donde se forma el sello eléctrico.

Con la utilizacién de la técnica T.U.G.O. Patch Clamp, se logra que gran cantidad de membrana
guede bajo el control de potencial. Es por esta caracteristica que se han podido observar y medir

corrientes asociadas al intercambiador, las cuales no habian sido reportadas anteriormente.

Formacion del sello
Para la observacidon de las células y la manipulacion de estas se utilizé un microscopio invertido

Nikon Diaphot (Nikon CO, LTD, Tokio Japon) con oculares de 10X CFW y objetivos 20 y 40 DL.

Las células se tomaron con las pipetas, cuando estas se encontraban asentado en el fondo de la
camara. Una vez ubicada la pipeta frente al eritrocito escogido para hacer el patch, se succioné la célula
mediante la aplicacidn de presidn negativa a través del Holder, en el cual se encuentra la pipeta, esto

con la ayuda de una inyectadora.

En la figura N213 se presenta un esquema aproximado de lo que sucede en el transcurso desde
el momento en el cual se ubica la pipeta frente al eritrocito, hasta llegar a formar el sello de alta

resistencia, también llamado Giga sello.

s

Figura 13. Esquema del posible proceso de formacion de un sello de alta resistencia en las condiciones

descritas (Tomado de Romero 2004).
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Después de la formacion del sello, se procedid a desprender la regidn de la célula en el exterior
de la pipeta. Esto se realizé al tocar el resto saliente del eritrocito, en la punta de la pipeta, con el fondo
de la cdmara. De esta manera, se pasa de la configuracién Cell-Attached a la forma Inside-out, donde el

lado interno de la membrana de la célula queda expuesto a la solucién del bafo.

Protocolos de estimulacion

e Protocolo de sustraccién de fuga P/10
Para medir las corrientes del intercambiador, fue necesario aplicar un protocolo que permita la

sustraccion de las corrientes de fuga, previo a la aplicacién de cualquier protocolo de estimulacion.

El protocolo de sustraccion de fuga empleado sera de tipo P/10. El protocolo P/10 consiste en aplicar
un pulso similar al pulso prueba pero con una magnitud equivalente a un décimo de la intensidad del
pulso prueba, repitiéndose diez veces (P/10). La magnitud del prepulso, 1/10 del pulso de prueba, fue
escogida debido a que a dicho valor no se desarrollan corrientes, por ser un potencial muy bajo, de
acuerdo a lo observado con respecto a la dependencia de potencial de las corrientes del intercambiador

(Figura N91).

e Protocolo de corriente contra voltaje (I vs. V)
Con la aplicacién de este protocolo, una vez aplicado el protocolo P/10, se obtuvo los valores de
corrientes y voltajes necesarios para la realizacion de las respectivas curvas corriente vs voltaje, donde

se observé el desarrollo de las corrientes del intercambiador.

El protocolo en cuestidn consiste en la aplicacion de pulsos cuadrados de voltaje de 2 segundos de

duracion cada uno, con una amplitud de +/- 160mV, en pasos de +/-40mV respectivamente (figura 14).

Debido que el método empleado no permite conocer la cantidad de membrana dentro de la pipeta,
resulta imposible expresar los datos en densidad de corriente, motivo por el cual se realiza una
estandarizacion de las corrientes en funcién del valor de corriente obtenido con el pulso de +120mV. Se
utiliza dicho punto debido a que tal potencial garantiza el desarrollo de las corrientes del intercambiador

sin que estas estén saturadas.
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Figura 14. Esquema del protocolo de estimulacion 1/V. (A) Potenciales positivos. (B) Potenciales

negativos.

e Protocolo de Corrientes instantaneas

Con el fin de evaluar el efecto en la permeabilidad del intercambiador K*/Ca?* se aplicd un protocolo
gue elimina el efecto de dependencia del potencial sobre las corrientes del intercambiador en estudio.
Para ello, se aplica un primer pulso de +160mV o -160mV de dos segundos de duracidn, seguidos de
pulsos que van de OmV a +160mV 6 de OmV a -160mV, aumentando en pasos de */. 20mV
respectivamente. Cada pulso tiene un segundo de duracidn. En la Figura 15 se muestra un esquema del

protocolo de corrientes instantaneas antes descrito.

Las corrientes se midieron al inicio del segundo pulso. Esto debido a que se busca medir el efecto en
la permeabilidad y no en la activacién del intercambiador. Asi, una vez se ha realizado el primer pulso,
se ha activado el intercambiador y al medir al inicio del segundo pulso nos aseguramos estar midiendo
valores que no corresponden a la activacion dependiente de potencial, es por ello que el voltaje del
primer pulso es lo suficientemente grande como para asegurar la activacién del mencionado
intercambiador; posteriormente los datos se normalizan en funcién del valor de corriente obtenido a

+120mV.

35



---------------------- —— +160mV
A ' S| l

1 20mV

OmV ==

2seg —lzeg —i

0mV ==~
I

|3 20mV

Figura 15. Esquema de los protocolos de corrientes instantaneas. Pulso activante +160mV (A), Pulso

activante -160mV (B). Modificado de Forsyth, 2006

e Protocolo de desactivacion

Este protocolo consiste en la aplicaciéon de un pulso de +160mV o -160mV. Lo que va a variar es el
tiempo de duracién del pulso, el cual ird disminuyendo en pasos de 500mSeg. En la Figura N° 16 se
muestra un esquema del protocolo de desactivacion. La finalidad de este protocolo es evaluar el efecto

sobre el desarrollo temporal de la desactivacidn de las corrientes del intercambiador.
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Figura 16. Esquema del protocolo de desactivacidn. El tiempo entre los pulsos es de 500mseg. A, pulso

de -160mV. B, pulso de +160mV. Modificado de Forsyth 2006.

Adquisicion de Datos
Las corrientes se adquieron en modo voltaje-clamp, con una ganancia de 100mV/pA, con un filtro

pasa-bajos a 1 KHz, para lo cual se utilizé un amplificador AXOPATCH-1C (Axon Instrument, Burlingame,



CA, USA). Simultaneamente se utilizé un filtro de linea HumBug (50/60Hz Noise eliminator; Quest

Scientific, North Vancouver, BC, Canada), para eliminar el ruido de 60 ciclos proveniente de la linea.

Para la digitalizacidn de los datos se utilizé una interfase IT-16 (Instrutech, Port Washington, NY,

USA), empleando un programa de control y adquisicién PULSE (Heka, Lambrecht, Alemania).

Analisis estadistico

Como se menciond anteriormente, lo ideal es expresar las corrientes medidas como densidad de
corriente, es decir, picoamperios de corriente por unidad de area de membrana. Sin embargo, debido a
la forma de las pipetas utilizadas en el T.U.G.O. patch clamp, es imposible (bajo las condiciones de trabajo
del LFMB-UCV), determinar la cantidad 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 +120mV de potencial de cada experimento. 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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RESULTADOS

Empleando la técnica de T.U.G.O. Patch Clamp fue posible medir las corrientes del

intercambiador en estudio y caracterizar el efecto del AMP-PNP sobre dichas corrientes.

EFECTO DEL AMP-PNP SOBRE LA ACTIVIDAD DEL INTERCAMBIADOR K*/Ca?*

Mediante la aplicacién del protocolo | vs V (Figura 14) se estudiaron las corrientes del
intercambiador. El control para estos experimentos, realizado bajo condicidn simétrica de solucion
normal, con un n=29, se muestra en la figura 17. Se observa que las corrientes registradas con este
protocolo muestran un comportamiento sigmoideo con respecto al potencial de membrana impuesto.
Las corrientes obtenidas en modo directo (salida de K*) son mayores que las obtenidas en el modo

inverso (entrada de K*).
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Figura 17. Curva 1/V control. Los circulos negros representan los valores de corriente estandarizada con
respecto al valor obtenido a un potencial de +120mV, acompaifiado con las barras de desviacién

estandar. n=29. 18



Efecto de las concentraciones 0,5mM; 1,0mM y 1,5mM de AMP-PNP sobre la relacidn corriente voltaje

de la actividad del intercambiador K*/Ca?

En la figura 18 se observa que el AMP-PNP incrementa las corrientes producidas por el

intercambiador K*/Ca*?, respecto a la condicidn control. Este incremento presenta un valor promedio a

todos los potenciales positivos de 52,68% */. 2,456 en el modo directo y 41,25% */- 3,865 en promedio

para todos los potenciales negativos evaluados, en el modo inverso, con 0,5mM de AMP-PNP. EL

incremento de la corriente en presencia de 1mM de AMP-PNP fue de 51,33% */- 2,132 en el modo directo

y 45,12% */. 1,055 en el modo inverso. Finalmente para 1,5mM de AMP-PNP se observé un incremento

de 52,90% */- 1,754 en el modo directoy 42,86% */-1,987en el modo inverso También, se muestra que,

en todos los casos, el AMP-PNP no afecta el comportamiento sigmoideo respecto al potencial de

membrana impuesto.
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Figura 18. Curva I/V en presencia de 0,5mM; 1,0mM y 1,5mM de AMP-PNP para el intercambiador

K*/Ca*2. Los circulos negros representan la corriente estandarizada con respecto al valor obtenido a un

potencial de +120mV, condiciéon control (n=29). Los circulos blancos representan la corriente



estandarizada con respecto al valor obtenido a un potencial de +120mV de la condicién control,
desarrollada en presencia de 0,5mM (grafico A) n=6; 1,0mM (grafico B) n=6 y 1,5mM de APM-PNP

(grafico C) n=6. En todos los casos se muestran los valores promedios y su desviacion estandar.

Efecto de las concentraciones 2,0mM y 5,0mM de AMP-PNP sobre la relaciéon corriente voltaje de la

actividad del intercambiador K*/CaZ*

En la figura 19 se observa que en presencia de 2,0 mM de AMP-PNP intracelular; para el modo
directo el incremento es de 170,10% */- 9,956 en promedio a todos los potenciales positivos, mientras
que para el modo inverso es de 139,36% */- 8,056 en promedio para todos los potenciales negativos. Al
elevar la concentracion hasta 5,0mM de AMP-PNP del lado intracelular, el incremento es de 174,71% */.-
12,103 en promedio para el modo directo y 138,06% */- 10,076 en promedio para el modo inverso.
Nétese que al igual que en el control la corriente registrada presenta un aumento mayor a potenciales
positivos con respecto a los negativos. De igual manera, la dependencia no lineal del mecanismo de

activacion con el potencial de membrana no se ve afectada.
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Figura 19.Curva I/V del efecto de 2,0 mM y 5mM AMP-PNP sobre las corrientes del intercambiador
K*/Ca?*. Los circulos negros representan la corriente estandarizada obtenida bajo la condicién control

(n=29). Los circulos blancos representan la corriente estandarizada desarrollada en presencia de 2mM



de APM-PNP (n=6), grafico de la izquierda; y en presencia de 5,0mM de AMP-PNP grafico de la derecha

(n=6). En todos los casos se muestran los valores promedios y su desviacion estandar.

En la figura 20 se presenta una grafica que resume el efecto de las diversas concentraciones de
AMP-PNP empleadas sobre las corrientes del intercambiador K*/Ca?*. En todos los casos la corriente en
el modo directo es mayor que en el modo inverso. Es importante notar que claramente el efecto a las
concentraciones de 0,5Mm; 1,0mM y 1,5mM son similares en cuanto a su amplitud, tanto en el modo
directo como en el modo inverso, pero a su vez son diferentes al efecto de 2,0mM y 5,0mM. Siendo el

efecto de 2,0mM y 5mM similar entre si.
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Figura 20. Curva IV con 0,5mM; 1,0mM; 1,5mM; 2,0mM y 5,0mM de AMP-PNP. Los circulos negros
representan la condicidn control (n=29). Los circulos rojos representan la corriente estandarizada
registrada al agregar 0,5mM de AMP-PNP (n=6); presentando un incremento de 52,68% en el modo
directoy 41,25% en el inverso. Los circulos azules representan el efecto de 1,0mM de AMP-PNP (n=6) se
obtuvo para el modo directo un incremento de 51,33% y de 45,12% para el inverso. Los circulos verdes
muestran lo ocurrido con 1,5mM de AMP-PNP (n=6), presentado 52,90% de incremento en el modo
directo y 42,86% en el inverso. Los circulos rosa muestra el efecto de 2,0mM de AMP-PNP (n=6)

obteniendo un incremento de 170,10% en el modo directo y 139,36% en el inverso. Los circulos morados



representan la corriente estandarizada al agregar 5,0mM de AMP-PNP a la cdmara (n=5); obteniendo
un incremento del 174,71% en el modo directo y 138,06% en el inverso. En todos los casos se muestran

los valores promedios y su desviacion estandar.

DEPENDENCIA DEL INCREMENTO DE CORRIENTE CON LA CONCENTRACION DE AMP-PNP

Al graficar la relacion que existe entre el porcentaje de incremento de las corrientes
estandarizadas y las diferentes concentraciones de AMP-PNP empleadas, en este caso a un mismo
potencial de 120mV (figura 21), se obtiene que existe una curva bifasica con dos zonas donde el efecto
se satura, una primera alcanzada a bajas concentraciones (0,5mM; 1,0mM y 1,5mM) y una segunda a

concentraciones mayores (2,0mM y 5,0mM).
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Figura 21. Porcentaje de incremento promedio obtenido a 120mV de potencial en presencia de las
distintas concentraciones de AMP-PNP. Se muestran las barras de desviacion estandar y los pardmetros

del ajuste lineal.
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EFECTO DEL AMP-PNP SOBRE LA VIA DE PERMEACION DEL INTERCAMBIADOR K*/Ca?*

El efecto del AMP-PNP sobre las vias de permeacién del intercambiador K*/Ca?* fue evaluado al
aplicar el protocolo de corrientes instantaneas (figura 15). Se midieron las corrientes producidas por el
intercambiador a diferentes potenciales de membrana, una vez este habia sido activado por un potencial
constante para todos los experimentos (+160mV o -160mV). El primer paso fue establecer un control del
comportamiento de tales corrientes en el intercambiador, en nuestras condiciones experimentales. Se
muestra en la figura 22 con un n=29. Se observa que las corrientes muestran un crecimiento lineal con
respecto al potencial de membrana, un comportamiento 6hmico. También, se observa que la

permeabilidad es mayor en el modo directo que en el modo inverso.
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Figura 22. Curva control de corrientes instantaneas. Los circulos negros representan las corrientes
estandarizadas obtenidas al inicio del segundo pulso (pulso de prueba) del protocolo de corrientes
instantdneas para cada potencial de membrana impuesto. Tales corrientes fueron estandarizadas con

respecto al valor de 120mV de potencial para cada experimento en particular. Se muestran los valores
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promedios y su desviacion estandar. Adicionalmente se presentan los parametros de los ajustes lineales.
Efecto sobre la permeaciéon de 0,5mM de AMP-PNP

En la figura 23 se encuentra graficado el efecto de 0,5mM de AMP-PNP sobre las corrientes del
intercambiador K*/Ca?*, se puede observar el aumento de la permeabilidad en la condicion experimental
respecto a la condicion control en ambos sentidos de movimiento de K*. Dicho cambio es mayor en el

modo directo (33,53% */- 3,506 de incremento) que en el inverso (26,09% */- 2,104 de incremento).
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Weight No Weighting
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Figura 23. Corrientes instantaneas desarrolladas por el intercambiador K*/Ca?* en presencia de 0,5mM
de AMP-PNP en la cdmara experimental. Los circulos negros representan la condicién control (n=29), y
los circulos blancos representan la condicién experimental con 0,5mM de AMP-PNP (n=6). Se muestran
los valores promedios y su desviacidn estandar. Se presenta los datos correspondientes a los ajustes

lineales de cada curva.

Efecto sobre la permeaciéon de 1,0mM de AMP-PNP

La Figura 24 muestra la curva obtenida bajo la condicién experimental en comparacion con la
obtenida en el control. Puede verse que la accién del AMP-PNP colocado en el lado interior de la
membrana, produce un incremento de la permeabilidad del intercambiador, teniéndose que la

pendiente aumenta en un 30,05% */- 3,406 para el modo directoy 17,25% */- 2,4 en el modo inverso.
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Figura 24. Corrientes instantaneas desarrolladas por el intercambiador K*/Ca?* en presencia de 1,0mM
de AMP-PNP en la camara experimental. Los circulos negros representan la condicion control (n=29),
mientras que los circulos blancos representan la condicion experimental con 1,0mM de AMP-PNP (n=6).

Se muestran los valores promedios y su desviacién estandar. Se presenta los datos correspondientes a

los ajustes lineales de cada curva.

Efecto sobre la permeacion de 1,5mM de AMP-PNP

En la figura 25 se muestra el efecto sobre la via de permeacion del intercambiador, en presencia
de una concentracién de 1,5mM de AMP-PNP en el lado intracelular. Se observa que el incremento de

la pendiente es mayor para el modo directo en comparacién con el modo inverso. Siendo tal aumento

y=a+b'x
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de 29,63% */- 2,043 en el modo directoy de 22,87% */- 1,908 en el modo inverso.

45




IS
)

Equation
Weight
&

J Control

. .@ 1,5mM

P AMP-PNP
Q.-

y=a+hx

No Weighting

0.99235 0.99496
Value

Punte de corte 0
Pendiente 0.00788
Punto de corte 0
Pendiente 0.0047
Punto de corte 0
Pendiente 0.01107
Punto de corte 0
Pendiente 0.00688

0.98376
Standard Error

3.09007E-4
1.48626E-4
6.34902E-4

2.48885E-4

0989

Corriente estandarizada

] I
40 80 120 160
Potencial de membrana (mV)

Figura 25. Corrientes instantaneas desarrolladas por el intercambiador K*/Ca?* en presencia de 1,5mM
de AMP-PNP en la camara experimental. Los circulos negros representan la condicion control (n=29),
mientras que los circulos blancos representan la condiciéon experimental con 1,5mM de AMP-PNP

colocado en la cara citoplasmatica de la membrana celular (n=6). Se muestran los promedios y su

@ Control
O 1,5mM AMP-PNP

desviacidn estdndar. Se presentan los datos correspondientes a los ajustes lineales de cada curva.

Efecto sobre la permeacion de 2,0mM de AMP-PNP

Utilizando una concentracion de 2,0mM de AMP-PNP en la cara citoplasmatica de la membrana,
se obtiene un incremento de 134,78% */- 10,954 en el modo directo y 87,92% */- 4,9 en el modo inverso
con respecto a la condicidn control. Esto se muestra en la figura 26 con un n=6. Notese que el efecto del

AMP-PNP no interfiere con el comportamiento éhmico del transporte, luego de que el intercambiador

ha sido activado.
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Figura 26. Corrientes instantaneas desarrolladas por el intercambiador K*/Ca*? en presencia de 2,0mM
de AMP-PNP en la cdmara experimental. Los circulos negros representan la condicién control (n=29), y
los circulos blancos representan la condicién experimental con 2,0mM de AMP-PNP (n=6). Se muestran

los promedios y su desviacién estandar. Se presentan los datos correspondientes a los ajustes lineales

de cada curva.

Efecto sobre la permeacién de 5,0mM de AMP-PNP

En la figura 27 muestra las corrientes estandarizadas vs el potencial de membrana impuesto,
obtenidas al aplicar el protocolo de corrientes instantaneas en presencia de 5,0mM de AMP-PNP en el
bafio en comparacién con la condicién control. Se obtuvo un incremento de 139,22% */- 7,14 en el

modo directo y de 81,10% */- 8,234 en el modo inverso. El comportamiento 6hmico de las corrientes no

se ve afectado.
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Figura 27. Corrientes instantaneas desarrolladas por el intercambiador K*/Ca?* en presencia de 5,0mM
de AMP-PNP en la cdmara experimental. Los circulos negros representan la condicién control (n=29), y
los circulos blancos representan la condicién experimental con 5,0mM de AMP-PNP (n=5). Se muestran
los promedios y su desviacién estandar. Se presentan los datos correspondientes a los ajustes lineales

de cada curva.

EFECTO DEL AMP-PNP SOBRE LA ACTIVACION DEL INTERCAMBIADOR K*/Ca?*

Se sabe que la actividad total del intercambiador es la suma del efecto en permeabilidad mas el
efecto de activacidn, asi, si al porcentaje de incremento promedio para todos los potenciales de cada
modo (directo o inverso) correspondiente a la actividad total, se le resta el porcentaje promedio de
incremento de permeabilidad, se obtendra entonces, el efecto que ejerce el AMP-PNP sobre la activaciéon

a cada concentracion.

En la figura 28 se muestra el efecto del AMP-PNP sobre la activacidn del intercambiador. Se

observa que el efecto ejercido de las concentraciones de 0,5mM; 1,0mM y 1,5mM de AMP-PNP son



similares entre ellos, y a su vez deferentes de lo obtenido para 2,0mM y 5mM, los cuales también son

similares.
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Figura 28. Efecto del AMP-PNP sobre la activacion del intercambiador K*/Ca?*. Los circulos negros
corresponden a la diferencia entre las corrientes estandarizadas promedio correspondientes a la
activacion, y las corrientes estandarizadas promedio correspondientes a la permeabilidad, es decir el

efecto sobre la activacion. Se muestran los promedios y su desviacion estandar.

EFECTO DEL AMP-PNP SOBRE EL DESARROLLO TEMPORAL DE LA DESACTIVACION DEL
INTERCAMBIADOR K*/Ca?*

Finalmente, se estudid el efecto de diferentes concentraciones de AMP-PNP sobre el desarrollo
temporal de la desactivacidn del intercambiador K*/Ca?* utilizando el protocolo de desactivacion (Figura
16). El primer paso fue establecer un control, el cual se muestra en la figura 29, en la cual puede verse
gue la curva obtenida a ambos potenciales corresponde a una exponencial negativa con una Tau para el

modo directo (Tq) de 4084,76 ms y una Tau para el modo inverso (T;) igual a1451,30 ms.
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(a) Desarrollo temporal de la desactivacidon del intercambiador K*/Ca?* para el modo directo.

Condicién control (n=14).
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(b) Desarrollo temporal de la desactivacidén del intercambiador K+/Ca2+ para el modo inverso.
Condicién control (n=14).

Figura 29. Desarrollo temporal de la desactivacion del intercambiador K*/Ca?*. Condicién control. (a)

modo directo. (b) modo inverso. Se muestran en ambas curvas los promedios y su desviacién estandar

ademds de los parametros de los ajustes exponenciales.
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Desarrollo temporal de la desactivacion del intercambiador K*/Ca?* en presencia de 0,5mM de AMP-

PNP

Una vez establecido el comportamiento del intercambiador en la condicién control, se agregd
0,5mM de AMP-PNP en el bafio y se procedié a repetir el experimento. Los resultados obtenidos se
muestran en la Figura 30. Se observar que en el modo directo el AMP-PNP lentifica el desarrollo temporal
de la desactivacion de intercambiador. Incrementando la T4=4084,76 a 8527,08 (108,75%). Es de resaltar
gue para el modo inverso, esta concentracion de AMP-PNP no produce un efecto sobre el desarrollo

temporal de la desactivacion, teniéndose que la Ti aumenta de 1451,30 a 1546,83.
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(a) Desarrollo temporal de la desactivacion del intercambiador K*/Ca?* en presencia de 0,5mM de

AMP-PNP. Modo directo (n=5).
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(b) Desarrollo temporal de la desactivacion del intercambiador K*/Ca?* en presencia de 0,5mM de

AMP-PNP. Modo inverso (n=5).

Figura 30. Desarrollo temporal de la desactivacién del intercambiador K*/Ca?* en presencia de 0,5mM
de AMP-PNP. (a) modo directo. (b) modo inverso. Se muestran en ambas curvas los promedios y su

desviacidn estandar, ademas contiene los parametros de los ajustes exponenciales.

Desarrollo temporal de la desactivacion del intercambiador K*/Ca?* en presencia de 2,0mM de AMP-
PNP

En la figura 31 se muestra el efecto sobre el desarrollo temporal de la desactivacién del
intercambiador, al agregar 2,0mM de AMP-PNP en la cdmara experimental. Una vez mas se obtiene que
en presencia de AMP-PNP el desarrollo de tales corrientes se hace mas lento en comparacién con la
condicién control para el modo directo (T4 pasa de 4084,76 a 8869,62; incremento de 117%), mientras
gue no se observa efecto en el modo inverso, Ti pasa de 1451,30 a 1632,543 (12,48% de incremento).

Presentando un efecto similar a lo obtenido con la concentracién de 0,5mM.
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(b) Desarrollo temporal de la desactivacion del intercambiador K*/Ca2* en presencia de 2,0mM
de AMP-PNP. Modo inverso (n=5).
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Figura 31. Desarrollo temporal de la desactivacion del intercambiador K+/Ca2+ en presencia de 2,0mM
de AMP-PNP. (a) modo directo. (b) modo inverso. Se muestran en ambas curvas las barras de desviacién

estandar y los pardmetros de los ajustes exponenciales.

Desarrollo temporal de la desactivacion del intercambiador K*/Ca?* en presencia de 5,0mM de AMP-
PNP

La ultima prueba se hizo en presencia de 5,0mM de AMP-PNP en el bafio (Figura 32). Igualmente
se observa un efecto en el modo directo, donde la Tq aumenta de 4084,76 a 9436,22 (131% de aumento),
mientras que en el modo inverso la Tiaumenta de 1451,30 a 1671,93 (15,20% de aumento), sin embargo
esta ultima diferencia se encuentra dentro del error estandar del ajuste, por lo que nuevamente el efecto

a esta concentracion es similar a 0,5mM vy 2,0mM.

Wodel ExpDect
Equation y=A1exp(ul1) + y0
R’ 0.99744 0.993

Valor Error estandar|
© ¥0 -0.75864 033728
o
@
N 175496 033025
el Control
@
(o] 11 4084.76543 1049.72388
c
% ¥ -175222 236327
0 e A 275776 234203
0] 1 943522322 76626157
-
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Q
-
e
o
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T T T | T
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Tiempo entre pulsos (ms)

(a) Desarrollo temporal de la desactivacion del intercambiador K*/Ca?* en presencia de 5,0mM

de AMP-PNP. Modo directo (n=4).

54



Modelo ExpDec
Ecuacién ¥ = ATOw(xM) +y0
R2 0.9984
Valor Error estandar
¥o 021756 0002

0032
Control A1 078244

1 145130725 254.765
¥o 027294 0023

s ] 0.72706 045
AMP-PNP 1671.6342 345503

Corriente estandarizada

—t

0.2

@ Control
nn O 5mM AMP-PNP

T T T T T T )
0 500

T |
1000 1500 2000 2500
Tiempo entre pulsos (ms)

(b) Desarrollo temporal de la desactivacion del intercambiador K*/Ca?* en presencia de 5,0mM

de AMP-PNP. Modo inverso (n=4).

Figura 32. Desarrollo temporal de la desactivacién del intercambiador K+/Ca2+ en presencia de 5,0mM
de AMP-PNP. (a) modo directo. (b) modo inverso. Se muestran en ambas curvas las barras de desviacién

estandar y los pardmetros de los ajustes exponenciales.

Finalmente, la Tabla 1 resume los valores del promedio del incremento de corriente obtenido
para cada experimento de actividad total y permeabilidad. El valor promedio fue calculado a partir de
los porcentajes de incremento de cada experimento para todos los potenciales, es decir por cada
experimento se calculd el incremento respecto al control a cada potencial, y se promedid entre todos
los experimentos de cada concentracion, y a su vez se promedié entre todos los potenciales
correspondientes al modo directo y al inverso, siendo esto lo mostrado. También se indican los datos
resultante de actividad total menos permeabilidad, es decir, sobre la activaciéon; ademas del aumento
de las constantes de tiempo calculados a partir de los datos obtenidos durante esta investigacion. En la
tabla se observa que los valores de porcentaje de incremento sobre la actividad (primeras dos columnas)
son en todos los casos mayores a los obtenidos en el proceso de permeacién (tercera y cuarta columna).
Esto se debe en que el efecto observado sobre la actividad total es en parte producto de efecto del AMP-

PNP sobre la permeabilidad y en parte sobre la activacion.
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Tabla 1: Resumen de resultados obtenidos
[AMP- Porcentaje de incremento Porcentaje de incremento Efecto sobre la activacion Aumento de la
PNP] promedio sobre la actividad promedio sobre el proceso del intercambiador constante de tiempo
(mM) del intercambiador de permeacién del para la desactivacion
intercambiador del intercambiador
Modo Modo Modo Modo Modo Modo Modo Modo
directo inverso directo inverso directo inverso directo inverso
0,5 52,68% */- 41,25% */- 33,53% */- 26,09%"/- 19,15% */. 15,16% */- 108,75% 6,58%
2,456 3,865 3,506 2,104 2,945 1,505
1,0 51,33% /. 45,12% */- 30,05% */- 17,23%*/-2,4 | 21,28%*/. 27,89% */.
2,132 1,055 3,406 2,358 1,987
1,5 52,90% */- 42,86% */- 29,63% */- 22,87%"/- 23,27% /- 19,99% */-
1,754 1,987 2,043 1,908 1,976 2,045
2,0 170,10% */- | 139,36% */- | 134,78% */- | 87,92%'/-4,9 | 35,32%*/- 51,44% */- 117% 12,48%
9,956 8,056 10,954 3,30 4,294
5,0 174.71%*/- | 138,06% */- | 139,22% */. 81,10% */- 35,49% */. 56,96% */- 131% 15,20%
12,103 10,076 7,14 8,234 2,011 3,965

La tabla 2 muestra el valor promedio para cada modo (directo e inverso) segun la afinidad. Esto,

en actividad total, permeabilidad y activacién. El valor promedio fue calculado a partir de los porcentajes

de incremento de cada experimento para todos los potenciales, es decir por cada experimento se calculd

el incremento respecto al control a cada potencial, y se promedid entre todos los experimentos de cada

concentracion, y a su vez se promedid entre todos los potenciales correspondientes al modo directo y al

inverso, teniendo en cuenta la zona de alta afinidad ( alcanzada en 0,5mM; 1,0mMy 1,5mM) vy la de baja

afinidad (alcanzada a 2,0mM y 5,0mM) por separado, siendo esto ultimo lo mostrado en la tabla 2.

Tabla 2. Incremento promedio segun la afinidad.

Actividad Total

Efecto sobre Permeabilidad

Efecto sobre Activacion

Modo directo

Modo inverso

Modo directo

Modo inverso

Modo directo

Modo inverso

Alta afinidad

52,30

43,07

31,07

22,06

21,23

21,01

Baja afinidad

172,40

138,71

137

84,51

35,4

54,2




DISCUSION

En LFMB-UCV se ha demostrado que el ATP ejerce un efecto complejo sobre los diversos procesos
de la actividad del intercambiador K*/Ca?* (Guerra et al. 2012), una vez establecido este hecho, y siendo
gue este es un intercambiador que se propone utiliza la energia de los gradientes iénico para el
movimiento de los mismos, se planted estudiar si este efecto del ATP, que en lineas generales aumenta
la actividad del intercambiador, requiere de la unién de la molécula a los sitios de unién en el
intercambiador, o también requiere de la hidrolisis del mismo, de esta manera se decidié usar el AMP-
PNP, un analogo no hidrolizable del ATP que ha demostrado unirse de manera similar al ATP en muchos
otros mecanismos (Melnick, y col 1975). Igualmente en el LFMB-UCV se propuso la existencia de dos
sitios de unién para el ATP, uno de baja afinidad (con una Km en el orden de los mM) y otro de alta
afinidad (con una km en el orden de lo sub-micromolar). En este trabajo y con el uso del andlogo no

hidrolizable se quiso demostrar la existencia o no de dichos sitios con afinidades diferentes.

Se sabe que la actividad del intercambiador K*/Ca*? tiene una fase de activacion del mecanismo
y unafase en la que las corrientes desarrolladas dependen Unicamente de la permeacion del mismo. Con
el fin de evaluar la actividad del intercambiador se aplicé el protocolo de corriente vs voltaje. Al ver la
Figura 20 puede observarse que en presencia de AMP-PNP se incrementa la corriente del intercambiador
en todas las concentraciones utilizadas. Teniendo en cuenta que la actividad total es la suma del efecto
sobre la activacién y permeabilidad, lo obtenido permite concluir que el andlogo utilizado presenta un

efecto sobre uno o varios de los mecanismos involucrados.

Se puede decir, que el AMP-PNP no afecta la forma de las curvas I/V, ya que mantienen sus
caracteristicas de comportamiento sigmoideo con el potencial de membrana independientemente de la
concentracion de AMP-PNP utilizada. Esto se ve al comparar las Figuras 18 y 19 en las que se muestra
gue la amplitud de las corrientes generadas por el intercambiador aumenta a medida que el potencial
de membrana se aleja de OmV, siendo siempre mayor en el modo directo de transporte que en el modo

inverso.
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En la figura 20 se observa que el efecto sobre la actividad total es igual para las concentraciones
de 0,5mM; 1,0mM y 1,5mM de AMP-PNP; y que a su vez, al comparar el efecto observado en las dos
ultimas concentraciones (2,0mM y 5,0mM) son idénticos; pero en todos los casos, diferente del control
(puede observarse en las figuras 18 y19). Al graficar el porcentaje de incremento de la corriente
estandarizada (porcentaje de la actividad total) vs las diversas concentraciones de AMP-PNP empleadas
(figura 21), se obtiene que, el efecto del AMP-PNP sobre la actividad de intercambiador, presenta dos
zonas de saturacion. Una primera, alcanzada a 0,5mM de AMP-PNP y una segunda a 2mM de AMP-
PNP. Dando evidencia de la existencia de dos sitios de unién del ATP o su respectivo analogo (AMP-PNP)
en el intercambiador: uno de alta afinidad con una Km en el orden de los sub mM y otro de baja afinidad

con una Km en el orden de las decenas de mM. En concordancia con lo reportado por Guerra en el 2012.

Esto es de primordial importancia, pues el hecho que tanto el ATP y su andlogo se comporten de
la misma manera da fuertes indicios de que efectivamente la existencia de estos sitios con afinidades
diferentes, alta y baja, son una realidad en este mecanismo de transporte iénico. Mas aun indica que
estos dos sitios son de regulacion y no tienen que ver con una posible actividad ATPasica del
intercambiador. Esta conclusiéon permite inferir que este mecanismo es regulado por el estado
energético de la célula, ademas regulado de una manera compleja, pues como se ha visto el efecto de
esta sefial celular es aumentar la actividad del intercambiador, es decir que esta regulacién haria que
este mecanismo este mas activo en células con un alto estado energético, es decir, que entraria mas
calcio y la célula se hiperpolarizaria mas, cuando la misma tenga mas ATP libre; lo que es similar a las
células jévenes (Brewer GJ. 1974), sin embargo, en una célula vieja, para la cual se ha propuesto que
niveles de ATP libre son menores (Bernstein RE. 1959). El mecanismo estaria regulado a la baja, es decir,
entraria menos calcio y la hipepolarizacion seria menor, por lo que, éste mecanismo de regulacién estaria
acelerando el proceso de envejecimiento en las células jovenes y lo estaria enlenteciendo en las células
viejas, asi esta regulacidn estaria ayudando a mantener a los eritrocitos al final de su vida en un estado
“estable”, por lo que podriamos hablar de una especie de amortiguador molecular del mecanismo de

envejecimiento.
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En este trabajo se ha demostrado que el AMP-PNP de manera similar que el ATP, modifica la
actividad del intercambiador, generando un incremento en las corrientes registradas. Sin embargo es
importante dilucidar cuales son los mecanismos estan siendo afectando, para ello se procede a evaluar

tales mecanismos por separado.

Para estudiar el efecto del ATP-PNP sobre la permeabilidad y el proceso de activacién y su
dependencia con el potencial, en el intercambiador K*/Ca?*, se empled el protocolo de corrientes
instantdneas, con el cual se puede separar los efectos sobre estos dos mecanismos, pues con este
protocolo al activar el mecanismo con el pulso activante siempre a un mismo valor (+160mV o -160mV)
y luego midiendo las corrientes generadas justo al inicio del pulso de prueba, es decir, antes que se dé
de manera importante el mecanismo de desactivacion, las corrientes generadas a un potencial de prueba
dado y el efecto que se pueda observar, seran debidas Unicamente al mecanismo de permeacion vy al
efecto que sobre él pueda ejercer el andlogo. Luego de obtener este valor, por ejemplo del efecto que
una dada concentracion de AMP-PNP tenga sobre el mecanismo de permeacién, este efecto se sustrae
del efecto total, asi se puede determinar cudl porcentaje del total es explicado por el efecto sobre la
permeacién y lo que no, se toma como efecto sobre la activacién, como se presentd en la quinta y sexta

columna de la tabla 1, para el modo directo y el inverso, respectivamente.

Al evaluar las variaciones en la permeabilidad idnica del intercambiador producto de su
interaccion con el AMP-PNP; se obtiene que el andlogo incrementa la permeabilidad iénica del
intercambiador. Ademas, se observa claramente que el efecto describe los mismos cambios ya
comentados para el efecto sobre las corrientes totales, nuevamente se observa que entre las
concentraciones de 0,5mM; 1,0mM y 1,5mM los efectos no tienen diferencia significativa y son mayores
sobre el modo directo que sobre el modo inverso, y luego observa que los efectos de 2,0mM y 5,0mM
son mayores que las otras concentraciones y no son diferente entre ellos, esto siendo interpretado
nuevamente como la evidencia de la existencia de dos sitios de interaccion uno de alta afinidad (Km en
el orden de sub-micromolar) y otro de baja afinidad en el orden de las decenas de mM.
Interesantemente, del incremento promedio de las corrientes totales (112% para el modo directo, y

90,89%), todo el efecto correspondiente a corrientes instantaneas, en promedio, solo
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explica el 84,03% para el modo directo y 53,28% para el inverso. Por lo tanto, el 28,31% para el modo
directo y 37,60% para el inverso, se debe a un efecto del AMP-PNP sobre el proceso de activacion y su

dependencia de potencial. En la tabla 2 pueden verse los valores.

En la tabla 2 se presenta un interesante efecto, en el cual el sitio de alta afinidad afecta a la via
de permeacién y al mecanismo de activaciéon de una manera mucho mas pareja 59,40% de permeacion
a 40,59% de activacion en el modo directo; y 51,21% - 48,78% en el modo inverso, respectivamente. En
comparacion con el sitio de baja afinidad que afecta mucho mds a la via de permeacion (79,46% en el
modo directo y 60,92% en el inverso) que al mecanismo de activacion (20,53% en el modo directo y
39,07% en el inverso). Ademas en cuanto a como afecta diferencialmente cada sitio, al modo inverso y
al modo directo, se encuentra efectos diferentes; ya que para todos los demas procesos estudiados
siempre el efecto sobre el modo inverso habia sido menos que sobre el directo, sin embargo, en este
caso no se pueden ver diferencias entre los dos modos. esto nuevamente apoya la existencia de dos
sitios diferentes con afinidades distintas, pues el efecto de cada uno de ellos es diferente para el mismo
proceso y ademas también es diferente cuando se compara entre todos los proceso que estan siendo

estudiados.

En la figura 28, se grafica la diferencia entre la corriente total y la permeabilidad, es decir, el
efecto sobre la activacion versus las distintas concentraciones empleadas, una vez mas puede observarse
la existencia de dos sitios de unién, con saturaciones distintas, concluyendo que la activacién esta
modulada por ambos sitios de unién. Por ultimo, en este punto, hay que aclarar que aun cuando el tipo
de dependencia con el potencial del mecanismo de activacién no se ve afectado por ninguno de los sitios
ni en ninguno de los modos, esto es, que existe una dependencia sigmoidea entre la activacién y el
potencial, si hay un efecto de los sitios, pues la dependencia de potencial se ve aumentada cuando
ambos sitios se encuentra ocupados. Lo que quiere decir, que al mismo cambio de potencial, ahora el
mecanismo se activa en un porcentaje mayor al compararlo con la condicién control.

Finalmente se estudié el efecto que el AMP-PNP produce sobre el mecanismo de desactivacion
del intercambiador, para ello se aplicé el protocolo de desactivacién. Encontrando que genera un

aumento en el tiempo de desactivacién del intercambiador en el modo directo. Este efecto
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se alcanzé con 0,5mM AMP-PNP, y no aumento al incrementar la concentracién, por lo que la Ki estaria
en el orden de los subuM, esto implica que el desarrollo temporal de la desactivacion del intercambiador
en el modo directo es afectado Unicamente por el sitio de interaccién de alta afinidad. Al evaluar el
efecto del AMP-PNP sobre la desactivacién en el modo de inverso, no se observd ningun cambio en el

tiempo de desactivacién observado.

El efecto del AMP-PNP en el desarrollo temporal de la desactivacidon de las corrientes del
intercambiador, no es igual en el modo directo y el inverso. En este caso en particular se observa que
en el modo directo si hay un efecto, mientras que en el modo inverso no hay, este resultado implica que
el efecto es dependiente del sentido del modo de actividad, interesantemente en este proceso solo uno
de los sitios es capaz de ejercer su efecto, y lo hace en uno solo de los modos, esto apunta a afianzar la

idea de la existencia de dos sitios diferente.

Lo obtenido en este estudio concuerda con lo reportado por Guerra en el 2012. Guerra estudié
el efecto del ATP sobre la actividad del intercambiador K*/Ca*2. Con base en la similitud de los resultados
obtenidos por Guerra y los mostrados en este estudio, utilizando un andlogo de ATP no hidrolizable. Se
puede concluir que ambos sitios de unidn reportados para el ATP, no dependen de la hidrolisis de este.
Lo que a su vez, permite inferir que dichos sitios no son sitios activos de la molécula sino sitios de

regulacién metabdlica que censan la concentracion de ATP.

Estudios como el de Blodow y col. (2016) han reportado que en algunas proteinas el ATP es
necesario como ligando y no en dependencia de la hidrélisis. En el estudio realizado por Blodow y col.
(2016) utilizan AMP-PNP con la finalidad de demostrar que el ATP en canales de K* sensibles a ATP en
células de soporte coclear de cobayo (Cavia porcellus), es necesario como ligando y no como proveedor
de energia proveniente de la hidrdlisis. Llegando a tal conclusidon dado que en ausencia de ATP y en

presencia de AMP-PNP la conductancia del canal se ve igualmente disminuida.
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CONCLUSIONES

El AMP-PNP incrementa las corrientes del intercambiador.

La permeabilidad del intercambiador incrementa en presencia de AMP-PNP.

El AMP-PNP aumenta la sensibilidad al potencial del mecanismo de activacion.

Se reafirma la existencia de dos sitios de unién para el ATP del lado intracelular, uno de alta
afinidad con una Km en el orden de los sub mM y otro de baja afinidad con una Km en el orden
de las decenas de mM.

Se propone que los dos sitios de unidn del ATP son sitios reguladores.

El AMP-PNP aumenta el tiempo de desactivacidn del intercambiador en el modo directo.

El efecto sobre la desactivacion es Unicamente producido por el sitio de alta afinidad.
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ABREVIATURA

AMP-PNP: Adenilil Imidodifosfato

GR: Globulo Rojo

ME: Membrana del eritrocito

PC: Fosfatidilcolina

PE: Fosfatidiletanolamina

SM: Esfingomielina

PS: Fosfatidilserina

VDAC: Canal Anidnico Voltaje Dependiente

CFTR: Regulador de la Conductancia Transmembrana de la Fibrosis Quistica
HEMKCA: Canal A de K* Mecanosensible del Eritrocito Humano

TRPC6: Transient Receptor Potential Cation Channel 6

NMDA: N-metil-D-aspartato

LFMB-UVC: Laboratorio de Fisiologia Molecular y Biofisica de la Universidad Central de Venezuela
T.U.G.O. Patch Clamp: The U-shape Giga Ohm Patch Clamp

Imic: Corrientes mocroscépicas
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