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RESUMEN

El eritrocito humano presenta una vida media de 120 dias y al ser una célula anucleada, no puede
entrar en un proceso de apoptosis clasica. Poco se conoce acerca del proceso de senescencia de los
eritrocitos humanos, sin embargo es aceptado que la [Ca?'] intracelular aumenta con la edad de estas
células, por lo que se ha planteado que la entrada de este i6n asociada al paso por el lecho capilar, estaria
relacionado con dicho proceso. En nuestro laboratorio se ha propuesto una hipdtesis que explica este
proceso, la hipotesis del K*, la cual se fundamenta en dos mecanismos: el canal de K* dependiente de
presion (HEMKCA) y el intercambiador K*/Ca**. Ambos mecanismos han sido evidenciados en nuestro
laboratorio usando la técnica del T.U.G.O. Patch Clamp (The U-Shape Giga Ohm Patch Clamp), en la que
se busca simular los fendbmenos mecanicos a los cuales esta sometido el eritrocito en la microcirculacion.
La activacion del intercambiador K*/Ca®* presenta una depencia sigmoidea con el voltaje, una

estequiometria de 12:1 y una secuencia de permeabilidad: K* > Rb* >>> Cs" y Ca** > Ba** > > Mg*".

El complejo ATP-Mg es capaz de regular la actividad de distintos mecanismos transportadores,
bien sea uniéndose a ellos de forma directa o fosforilandolos por medio de proteinas kinasas, de esta
forma se afecta el transporte de iones a través de la membrana y sus concentraciones intracelulares. La
morfologia de la membrana plasmatica puede ser afectada por el ATP intracelular, induciendo cambios en

las propiedades de ésta y en las proteinas que se encuentran en la membrana.

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de la variacion de la concentracion interna de
ATP-Mg?* sobre la actividad del intercambiador K*/Ca®": permeabilidad, activacion y el desarrollo
temporal de la desactivacion. Para ésto se emplearon soluciones con una concentracion de ATP que varié

desde 0 a 4mM, en pasos de 0,5mM. Se empled la técnica del T.U.G.O. Patch Clamp.

Se encontré que las corrientes del intercambiador aumentan en presencia de ATP-Mg®* de forma
dosis-dependiente, presentando un efecto mas acentuado en el modo de entrada de K*. No hubo saturacion
del intercambiador en presencia de 4mM ATP-Mg®". La permeabilidad del intercambiador aumenta en
presencia de ATP-Mg®" desde un 48% hasta un 200% en el modo de entrada de K* (efecto dosis
dependiente), mientras que en el modo de salida de K* la permeabilidad aumenta en un 36%. Por otro
lado, se observé que el ATP-Mg?* aumenta el tiempo de desactivacion del intercambiador en un 20% en el
modo de salida de K*. Estos resultados sugieren la existencia de dos sitios de unién del ATP-Mg*, uno
con una baja afinidad que afecta la activacién del mismo y su permeabilidad y otro con una alta afinidad
gue afecta Gnicamente la permeabilidad, lo que implica que la activacién y la permeabilidad son procesos

gue se encuentran en dominios distintos del mismo.
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INTRODUCCION

El Eritrocito Humano

El eritrocito es una célula carente de nlcleo y organelos, altamente especializada en el
transporte de O, en el cuerpo; posee una forma biconcava que ocupa un volumen de 87um?, un didmetro
de 8um y un grosor de 2,4um en el anillo externo y de 1um en el centro. El eritrocito cuenta con una alta
concentracion de hemoglobina, la cual representa alrededor del 98% de la masa proteica del eritrocito, esta
proteina se une al oxigeno que ingresa a la célula y que sera transportado desde los pulmones hasta los

tejidos (Sperelakis, 2001).

Cada segundo se producen cerca de 2x10° eritrocitos (Agre y Parker, 1989), los cuales presentan
un tiempo de vida de 120 dias y se ha propuesto que luego de este periodo la proteina banda 3, que se
encuentra en la membrana de los eritrocitos, se une a anticuerpos 1gG y son reconocidos por macrofagos,
los cuales inician la eritrofagocitocis que conlleva el reciclaje de los componentes de los eritrocitos

(Sperelakis, 2001).

El potencial de membrana del eritrocito es aproximadamente -11mV, el cual es muy cercano al
potencial de equilibrio del CI', debido a que la permeabilidad a este anion es 100 veces mayor que para el
resto de los cationes (Sperelakis, 2001). Las concentraciones intracelulares y extracelulares de los iones

Na®, K"y CI', se encuentran especificadas en la Tabla 1.

Tabla 1. Concentracion de los iones Na*, K*, CI"y Mg* en los eritrocitos humanos (Sperelakis, 2001.
Arnaud, 2008).

Intracelular (mM) Extracelular (mM) V equilibrio (mV)
[K™] 135 3,7 -92,99
[Na'] 17 138 54,14
[CI] 77 116 -10,59
[Mg®'] 0,22 0,855 70,17
[Ca®*] 10-30 nM 1,8 58,17




Algunos mecanismos transportadores en la membrana del eritrocito humano

En las membranas de las células existen diferentes mecanismos que regulan las concentraciones
de los iones en el interior celular. Dentro de estos mecanismos se encuentran las bombas dependientes de
energia como la Ca?*ATPasa, la cual regula la [Ca®] interna y la Na'/K*ATPasa que regula la
concentracion K* y Na* intracelular. También se encuentran los transportadores acoplados a gradientes
como el cotransportador K*/CI" y la banda 3 que intervienen en la regulacion del potencial de membrana y
el volumen celular, asi como el intercambiador Na*/H" que es importante en el mantenimiento del pH
intracelular junto con la banda 3. El intercambiador K*/Ca®", el cual es objeto de estudio en este trabajo
también es conducido por el gradiente electroquimico del Ca®* y el K*. Por Gltimo, encontramos a los
canales como el Gardos, el cual es permeable a K* y participa en la regulacion de volumen celular y el

canal HEMKCA, un canal dependiente de presién y modulado por Ca".

A continuacion se describen brevemente algunos mecanismos transportadores que se encuentran

en la membrana de los eritrocitos (Fig. 1).
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Figura 1. Principales mecanismos transportadores en la membrana del eritrocito humano. (1)
Ca**ATPasa, (2) Na'/K* ATPasa, (3) Canal Gardos, (4) HEMKCA, (5) Cotransporte K*/CI', (6) Banda 3,

(7) Intercambiador Na*/H*, (8) Intercambiador K*/Ca** (Modificado de Maher y Kuchel, 2003).



Na‘*/K* ATPasa

La Na'/K* ATPasa es una proteina integral de membrana que se encuentra en todas las células del
cuerpo humano, esta bomba es la responsable del mantenimiento de la concentracion intracelular de Na* y
de K (Lingrel y Kuntzweiler, 1994). Esta proteina hidroliza una molécula de adenosin trifosfato (ATP) al
transportar 3 Na* hacia el exterior y 2 K* hacia el interior celular, ambos iones en contra de sus gradientes

electroquimicos (Post y Jolly, 1957; Garrahan y Glynn, 1967).

La bomba Na*/K*, estd compuesta por dos subunidades, a y p. La subunidad a, siendo la de mayor
tamafio con 1016 aminoéacidos y 113KDa, presenta 8 segmentos transmembrana y posee el sitio de
fosforilacion por ATP, el cual est4 ubicado en el lado intracelular; la subunidad a es la responsable de la
translocacion de los iones Na* y K" a través de la membrana (Shull y col, 1985). La subunidad P esta
constituida por 302 aminoacidos y un solo segmento transmembrana y su funcion es ain desconocida

(Shull y col., 1986).

La Na'/K*ATPasa, es inhibida por el vanadato, el cual en concentraciones nanomolares y en
presencia de Mg”* (40nM de vanadato y 28mM Mg?®") es capaz de unirse al sitio de fosforilacion de la
Na'-K* ATPasa, ya que el vanadato es un analogo del ATP (Cantley y col., 1977). Mientras que la
ouabaina actla desde el lado extracelular uniéndose a la subunidad a (Shull y col., 1985). Por otro lado, la
oligomicina es un inhibidor que actia parcialmente desde el exterior celular disminuyendo la tasa de

intercambio més no inhibiendo a la bomba por completo (Esmann y Skou, 1985)

Contransporte K*/CI’

En 1986, Hall y Ellory (Hall y Ellory, 1986) estudiaron el efecto de altas presiones hidrostaticas
sobre el flujo pasivo de los iones K*, Rb*, Na*, Cs" (insensibles a EGTA, ouabaina y bumetanida) a través

de la membrana de los eritrocitos humanos, tomando en cuenta las alteraciones en el volumen celular



producto de las diferentes osmolaridades de las soluciones usadas. Observaron que las altas presiones
hidrostaticas aplicadas sobre las células aumentan la permeabilidad de cationes y que ademas se
estimulaba una via de transporte de KClI, la cual era dependiente de CI’; el movimiento de KCI aumentaba
con el volumen celular y mostraba saturacion a una alta concentracion de K* extracelular. Los citados
autores proponen gue los cambios en el volumen celular causados por las altas presiones hidrostaticas

estan asociados al transporte de KCI, el cual es dependiente del volumen celular.

Estudios posteriores demostraron que el cotransportador KCI presenta una masa de
aproximadamente 150KDa, con 12 segmentos transmembrana y un sitio de glicosilacion ubicado en el
compartimiento extracelular, los extremos C y N terminal se encuentran ubicados en el lado intracelular,
es inhibido por furosemida con una Ki de aproximadamente 40uM (Gillen y col., 1996) y por cationes

divalentes como Ca?*, Mg®* y Mn** (Brugnara y Tosteson, 1987).

Ca**-ATPasa

En el eritrocito, la Ca®*-ATPasa es el Ginico mecanismo de expulsion de Ca®*, por lo que juega un
papel fundamental en el mantenimiento de la concentracion intracelular de Ca®" en estas células. La
PMCA (Plasma Membrane Ca** ATPase), hidroliza ATP al transportar Ca”" al exterior celular, en contra
de su gradiente electroquimico. En los eritrocitos, existen dos isoformas de la PMCA, la PMCAL y
PMCAA4, en donde la Gltima es la mas abundante, posee una masa molecular de aproximadamente 135

KDa (Stauffer y col., 1995).

Este mecanismo de transporte posee una alta afinidad por el Ca®* y se ha determinado que en
Optimas condiciones la Ky de la PMCA activada va de 0,2 a 0,5uM, siendo la estequiometria del transporte
1:1 Ca?*/ATP (Brini y Carafoli, 2009). La PMCA es activada por la calmodulina y es inhibida por La** y

por vanadato el cual es capaz de inhibir la PMCA con un Ky, ~3uM (Tifferty Lew, 2001).



Canal de K" activado por Ca** (canal Gardos)

El canal Gardos es un tetrdmero, cuya masa molecular es de alrededor de 190 KDa y pertenece a
la familia de los canales K* activados por Ca?* de conductancia intermedia. Cada mondmero que lo
conforma, posee 6 segmentos transmembrana y la region del poro esta constituida por los dominios S5 y

S6 (Doyle y col., 1998).

Entre los inhibidores del Gardos se encuentra el antimicotico clotrimazol que con un ICs, de
24,8nM es capaz de inhibir el canal al unirse a él, induciendo un cambio estructural, lo que impide el flujo
de K" a través del canal (Brugnara y col., 1993). Otro inhibidor muy conocido del canal Gardos es el i6n

tetraetilamonio (TEA), el cual bloquea el poro impidiendo el paso del K* (Armstrong y Bezanilla, 1972).

En estudios utilizando fantasmas de eritrocitos, se ha reportado que el ATP podria fosforilar este
canal, ocasionando su cierre y es posible que la fosforilacién de la membrana plasmaética afecte la
actividad del canal. Ademas, al evaluar el efecto del AMPc sobre el canal, los resultados permiten inferir
gue el AMPc activa una fosfatasa por medio de una proteina kinasa. La fosfatasa puede afectar el nivel de

fosforilacion del canal, ocasionando su cierre (Romero y col., 1990).

Banda 3

La glicoproteina Banda 3 es la proteina méas abundante en la membrana de los eritrocitos y es la
encargada de intercambiar una molécula de bicarbonato por un CI’; esta molécula de bicarbonato proviene
del CO, producto de la respiracion celular que difunde hacia el interior del eritrocito. La anhidrasa
carbonica, convierte el CO, en H,CO; (4cido carbonico). El acido carbdnico se disocia en HCO3 + H,
este proton se asocia con la hemoglobina y, a su vez, ésta disminuye su afinidad por el O, (Efecto Bohr).
El HCO; (bicarbonato) que se encuentra en el interior celular es luego transportado por la Banda 3,

también conocida como Capnoforina o Anion Exchanger 1 (AE1) (Sperelakis, 2001). EI AE1 posee una



masa molecular de 101.791Da y esta dividido en tres regiones: una region hidrofilica ubicada en el lado
intracelular que interactla con varias proteinas (como la ankirina, la proteina 4.1 y 4.2); un dominio
transmembrana, el cual conforma el intercambiador anidnico y atraviesa la membrana 14 veces, y el
extremo C-terminal, cuya funcién es desconocida (Lux y col., 1989). La banda 3, ademéas de mediar el
transporte de CO,, tiene un rol importante en la regulacién del pH en el eritrocito al expulsar el
bicarbonato presente y también en el mantenimiento de la forma del eritrocito, por medio de interacciones

con el citoesqueleto (Peters y col., 1996).

La banda 3 es inhibida por 4,4’-diisotiocyano-2,2’-acido disulfonico estilbeno (DIDS), 4,4'-di-
nitrostilbeno-2,2'-disulfonato (DNDS) y el fenilglioxal (PG), los cuales bloquean el sitio de unién del CI

(Falke y Chan, 1986).

Intercambiador Na*/H"

El intercambiador Na*/H" esta involucrado en el mantenimiento del pH intracelular, transportando
Na* hacia el interior celular por protones hacia el exterior celular (Escobales y Canessa, 1986), con una
estequiometria de 1:1 (Semplicini y col., 1989). El intercambiador es sensible a amilorida, e insensible a la
bumetanida y a inhibidores de la bomba Na'/K* como la ouabaina (Escobales y Canessa, 1986). El Li*

también puede inhibir el intercambiador de forma dosis dependiente (Weinman y Chamras, 1996).

ATP en el Eritrocito

El ATP es una molécula conformada por una adenina unida a una ribosa que a su vez esta
enlazada a tres fosfatos, estd presente en todas las células y es importante en numerosos pProcesos
intracelulares, entre los cuales estan los procesos de transporte, metabolismo, entre otros (Nelson y Cox,

2005).



Dependiendo de la reaccion que catalice, el ATP puede donar grupos fosforilos, pirofosforilos o
adenililo. Las reacciones con ATP generalmente son en dos pasos, en el primero el ATP interactda con
una molécula de sustrato o con un residuo aminoacidico de una enzima. Como consecuencia de esto, en el
segundo paso se genera como producto el ADP + P; o AMP + PP;. En general, las reacciones de
adenililaciéon (ATP — AMP + 2P;) son las que impulsan las reacciones metabolicas especialmente

desfavorables, ya que su AG®’ es de aproximadamente -65 KJ/mol.

El ATP intracelular esta asociado al Mg®" intracelular en un complejo denominado ATP-Mg y en
las reacciones enzimaticas en las que interviene el ATP, el verdadero sustrato es el Mg-ATP (Fig. 2)
(Nelson y Cox, 2005). EI Mg?* neutraliza parcialmente las cargas negativas del ATP, ésto reduce las
interacciones no especificas entre los fosfatos conforman el ATP y las enzimas que lo usan como sustrato.
Por otro lado, las interacciones entre el Mg y los oxigenos que se encuentran en los grupos fosfatos del

ATP lo mantienen en conformaciones que permiten su union a las proteinas (Berg y col., 2002).

O—P—0O—P—0—P—-0 Rib Adenina

O O O MgATP?
Mg*~

Figura 2. Complejo ATP-Mg?*. Tomado de Nelson y Cox,
2005

En 1992, Romero y Rojas observaron que en presencia de ATP-Mg, el canal de K* dependiente de
Ca”* con una conductancia tipica de 25pS, podia presentar conductancias de 50 y 75pS y luego de un
periodo de tiempo sélo se podia observar una conductancia de 75pS. Esta regulacion en la conductancia
del canal la atribuyeron a la fosforilacion mediada por quinasa del canal; en otras palabras, actividad del
canal de K* dependiente de Ca®* puede ser regulada por la fosforilacion del mismo (Romero y Rojas,

1992).



ATP vy la morfologia del eritrocito

Park y col. en 2010 (Park y col., 2010) estudiaron el efecto del ATP sobre la morfologia de los
glébulos rojos humanos y encontraron que al eliminar el ATP de los eritrocitos, éstos perdian su forma
bicdncava y adoptaban una forma de equinocitos (forma crenada) y al reintroducir el ATP en las células,

éstas recuperaban su forma bicdncava (Fig. 3 A-D).

La membrana plasmatica es fluida y oscila dependiendo de las interacciones entre ésta y el
citoesqueleto, estas oscilaciones son dependientes de ATP y son importantes en el mantenimiento de la
forma biconcava de los eritrocitos; Park y colaboradores observaron que al agotar el ATP en los
eritrocitos, las oscilaciones en la membrana disminuyen y que al reintroducir ATP, las vibraciones

vuelven a sus niveles normales (Fig. 3 E-H).

-100

-150
Figura 3. Efecto del ATP en la morfologia del eritrocito. Reconstruccion de eritrocitos con microscopia de

difraccion de fase. (A) Eritrocito sin tratar, (B) Sin ATP (irreversible), (C) Sin ATP (reversible), (D) Célula
con niveles recuperados de ATP. (E-H) vibraciones en la membrana de GR que corresponden con la figuras A
hasta D. Escalas en um y nm respectivamente. Tomado de Park y col, 2010.

El origen de las oscilaciones en la membrana de los GR puede explicarse por la fosforilacion de
proteinas del citoesqueleto y de la membrana (Park y col., 2010). EIl fosfatidil inositol (PI) al ser
fosforilado (PIP,) se une a la glicoforina (GP es una proteina integral de membrana cuya funcion principal

es el anclaje de la membrana al citoesqueleto) aumentando su afinidad por la proteina 4.1 (la cual se



encuentra unida a la actina). La separacion de la GP de la banda 4.1 conlleva la disociacion de la
membrana del citoesqueleto, lo que genera oscilaciones en la membrana (Fig. 4 A). La banda 4.1 puede
ser fosforilada, lo que ocasiona una disminucion de su afinidad por la GP y la actina, liberando la
membrana del citoesqueleto (Fig. 4 B). De esta forma, la membrana se une y se separa del citoesqueleto

de forma repetitiva, causando una oscilacion en ese punto de la membrana.

A

Figura 4. Modelos que explican las vibraciones en la membrana dependientes de ATP. (A)

fosforilacion del PI. (B) Fosforilacion de la banda 4.1. Tomado de Park y col, 2010.

Compartamentalizacion de ATP

El ATP se encuentra en concentraciones de alrededor de 2mM en el citosol y disminuye con la
edad del eritrocito. Sin embargo, se ha planteado la existencia de una forma de almacenamiento de ATP
en la membrana de eritrocitos humanos; estos compartimientos de ATP pueden contener cerca de 500
moléculas de ATP, las cuales suplen directamente a la bomba Na*/K* y a la bomba de Ca?*. Se propone la
existencia de un compartimiento de ATP por cada bomba Na'/K* (Proverbio, 1988). Las enzimas
glicoliticas Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y la fosfoglicerato quinasa (PGK) que se
encuentran inmersas en la membrana de los eritrocitos, sintetizan el ATP contenido en los

compartimientos (Mercer y Dunham, 1981) (Fig. 5).



K+ Pyruvate PEP 3 PGA NADH
ATP/ADP

Figura 5. Modelo de una piscina de ATP en la membrana de un eritrocito. Tomado de Hoffman,
1997.

El ATP no s6lo es usado por los transportadores para bombear iones en contra de su gradiente
electroquimico, sino que puede servir como modulador de otros canales, al igual que otros nucledtidos

como el AMPc.

Los eritrocitos, al pasar por los capilares estan sometidos una deformacion, el estrés mecanico
debido a esta deformacion activa una via de salida de ATP (Sprague y col., 1998). ElI ATP liberado al
exterior celular activa el receptor purinérgico P,, que se encuentra en el tejido endotelial vascular, lo que
conlleva la liberacion de Oxido nitrico (NO) (Motte y col., 1993), a liberacion del NO genera
vasodilatacién lo que disminuye la resistencia vascular y la deformacion de los eritrocitos por lo que la

liberacion de ATP cesa.

Senescencia del Eritrocito

El eritrocito humano al carecer de nicleo y organelos es incapaz de ir a un proceso de apoptosis

clasica, por lo que no esta claro qué mecanismos determinan que su vida media sea de 120 dias. Se ha
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determinado que la concentracion de Ca®* intracelular en eritrocitos aumenta con la edad de éstos, por lo

gue se podria asociar a su proceso de senescencia (Daugas, Candé y Kroemer, 2001).

Se ha planteado una hipétesis que explica el disparo de los procesos de envejecimiento de los
eritrocitos humanos (Romero y col., 1997), ésta se fundamenta en que la concentracion de Ca’* aumenta
gradualmente con la edad de la célula, por lo que dicho aumento deberia pasar de gradual a abrupto
alrededor del dia 120, lo que llevaria a la célula a su muerte. Se propone que el canal Gardos se activaria
con el aumento de la concentracion intracelular de Ca®*, el cual seria consecuencia de la activacion de una
permeabilidad a Ca®* que se propone es dependiente del estrés sobre la membrana a nivel de la
microcirculacion, lo que generaria la salida de K* de la célula y por consiguiente la pérdida de CI'. La
salida de esta sal impulsaria la salida de agua, por lo que la célula se hara mas densa. La salida de K™ a su

vez, generaria una hiperpolarizacion, lo que incrementaria la entrada de Ca** (Daugas y col., 2001).

En nuestro laboratorio se propone la hip6tesis del K* que, en contraste con la hipétesis clasica, se
basa en dos mecanismos, el canal de K* activado por presion (HEMKCA) y el intercambiador K*/Ca*", el
cual es activado por voltaje. Ambos mecanismos se han podido observar con la técnica del T.U.G.O. Patch
Clamp (The U-Shape Giga Ohm Patch Clamp), disefiada en nuestro laboratorio con la finalidad de simular
los fendbmenos mecanicos a los que esta sometido el eritrocito durante su paso por el capilar. La hipotesis
del K* propone que la célula durante su paso por el capilar sanguineo, esta sometida a un gran estrés
mecanico lo cual activa el HEMKCA, lo que aumenta la permeabilidad del K*. Esto, a su vez,
hiperpolariza la membrana por lo que el intercambiador K*/Ca®* se activa y permite la entrada de Ca** al
eritrocito. Asi, estos dos mecanismos generan la salida del ién K y en conjunto con ésta, la salida de agua,
generando que las células se hagan mas densas. Al salir del capilar sanguineo, los mecanismos que se
encuentran en la membrana del eritrocito vuelven a su estado inicial. Cada vez que la célula ingresa a un
capilar, la concentracién intracelular de Ca®" aumenta, ésto conlleva la activacion de las calpainas, las
cuales disminuiran la actividad de las Ca®* ATPasas y por tanto la capacidad de bombear Ca®* hacia el

exterior celular. Debido a que estos efectos son acumulativos llegara un punto en el que la capacidad de
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extraer el Ca?* intracelular es muy baja y las vias de salida de K* no se desactivaran (como el Gardos y el
HEMCKA, debido a que la [Ca®']; es alta), por lo que la membrana continuard hiperpolarizada,

incrementando el influjo de Ca®* y la célula entrara en el proceso de muerte y de retiro de la circulacion

(Romero, 2004).
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ANTECEDENTES

Corrientes del Intercambiador K*/Ca*" en la Membrana del Eritrocito Humano

Las primeras evidencias de la existencia de un intercambiador K*/Ca®*, se dieron a conocer con la
utilizacion de la técnica del T.U.G.O. Patch Clamp. Con esta técnica se pudieron registrar corrientes de
muy baja conductancia que probablemente no se habian identificado con anterioridad, pues por su baja
conductancia se encontrarian enmascaradas por las corrientes macroscopicas previamente registradas en la
configuracién whole-cell. Estas corrientes fueron denominadas corrientes microscopicas (Imic), ya que no
eran del tipo de canal unitario y eran de mucho menor amplitud que las macroscdpicas ya mencionadas;
igualmente se reportd que no se comportaban de manera 6hmnica y presentaban mayor amplitud en un

sentido de potencial que en el opuesto (Romero, 2004).

En la Figura 6 se representan las corrientes tipicas del intercambiador, desarrolladas en una
solucion simétrica. La corriente es negativa (0 entrante, es decir, entran cargas positivas a la célula) a
potenciales de membrana negativos, presentando un aumento pronunciado al inicio del pulso cuadrado de
voltaje y luego una estabilizacion de la corriente, mientras que a voltajes positivos presenta una corriente
saliente (o corriente positiva, salen cargas positivas de la célula), con una pendiente positiva pronunciada
al inicio, manteniéndose luego en un valor constante. En la Figura 7, se presenta una curva tipica de las
corrientes del intercambiador vs. el potencial de membrana, en donde se puede observar su dependencia
de potencial para el desarrollo de las corrientes, las cuales adoptan una forma sigmoidal respecto a éste;
también es posible apreciar que la corriente presenta mayor amplitud a potenciales negativos que a
potenciales positivos.

Figura 6. Corrientes del

AN, .
< W\Nw.,w. i B Intercambiador K*/Ca*".
S oo ’ , l Linea azul (-) pulsos de 1
g | M | L segundo a -160mV y a
I i LT

+160mV. Trazos rojos (-)
corrientes del intercambiador

Tiempo (ms) (Romero, 2004).
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Figura 7. Relacion de Corriente normalizada vs Potencial de membrana (Romero, 2004).

Romero, en 2004, observo que al implantar un gradiente de Ba®" hacia el exterior celular, las
corrientes generadas, tanto a potenciales positivos como negativos, fueron entrantes (Fig. 8). Estos
resultados no podian ser explicados por canales idnicos que permitieran el paso de Ba®* ya que, debido al
gradiente quimico para este i6n, la corriente resultante deberia ser saliente. Ya que el Ca** seria el i6n
transportado en condiciones normales y para explicar la aparente contradiccion entre el sentido de las
corrientes y el gradiente electroquimico generado, se propuso un mecanismo electrogénico de cotransporte
de Ca®" con CI', o un contratransporte de Ca®* por algin catién monovalente (K" o Na®). Este co/contra

transportador fue llamado CaXT1 (Romero, 2004).

g o LM””W
e

~18

1000 s %000
Figura 8. Efecto de la adicion de Ba®* sobre las corrientes del intercambiador. El trazo en rojo es la
condicién control y el trazo en azul 2 minutos después de la adicién de Ba**. Pulsos de 1 segundo a -/+

100mV (Romero, 2004).
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En experimentos en donde se implanté un gradiente de Ca** hacia el exterior celular, se generé un
comportamiento muy similar al observado con la adicién de Ba?" a la solucién intracelular, es decir, todas
las corrientes fueron negativas a todos los potenciales de membrana implantados, lo que implicaba que las
corrientes siempre eran contrarias al gradiente de Ca®* y ésto a su vez indicaba que el CaXT1 en efecto se

podria comportar como un contratransportador de Ca** en condiciones fisiologicas del eritrocito.

Hasta este punto se tenia conocimiento de que el CaXT1 transportaba Ca** con algdn otro ion,
pero no se conocia si era el CI', el Na* o el K* (los cuales eran los iones presentes en las soluciones
usadas), por lo que el siguiente experimento consistid en eliminar los cationes monovalentes de la
solucion experimental (el Na* y el K*), sustituyéndolos por el cation monovalente N-metil D-glucamina
(NMDG), implantando asi un gradiente de estas especies hacia el interior celular. Las corrientes
registradas en estos experimentos fueron entrantes a potenciales positivos y negativos (efecto similar al
obtenido al agregar Ba** a la solucién experimental, es decir en el interior celular), lo que demostraba que

alguno de estos dos iones era transportado por el CaxXT1.

Al sustituir solo el K* en la solucidn intracelular por NDMG (dejando en la solucion como (nico
cation monovalente al Na*), se gener6 un gradiente sélo para el K* hacia el interior celular; de esta forma
se obtuvieron de nuevo corrientes entrantes, similares a las descritas anteriormente. No obstante al realizar
este mismo experimento pero sustituyendo el Na* en vez del K, no se obtuvo este efecto, obteniéndose
corrientes muy similares a las registradas en condiciones simétricas. Asi, se pudo concluir que el CaxXT1
contratransporta 1 Ca** por minimo 3 K*, y se nombré como el intercambiador K*/Ca®*. En la figura 9 se
propone un modelo de funcionamiento del intercambiador K*/Ca?*, el cual moveria minimo 3 K* hacia el
exterior por 1 Ca*" hacia el interior a potenciales positivos; y minimo 3 K* hacia el interior por 1 Ca*"

hacia el exterior a potenciales negativos.
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Figura 9. Modelo del CaXT1 y el movimiento de las cargas de acuerdo al signo del potencial establecido
en el bafio (Modificado de Forsyth, 2008).

En 2005, Matthes presentd resultados que indican que la estequiometria del intercambiador
K*/Ca?*" es de 12:1. De igual modo determiné una secuencia de permeabilidad para iones monovalentes de
K* > Rb* >>> Cs": y para cationes divalentes de Ca®* > Ba?* > > Mg?*" (Matthes, 2005). Posteriormente,
Forsyth en 2006, evalu6 el efecto del Na* sobre las corrientes del intercambiador K*/Ca?* y encontré que

el Na* no es transportado por el intercambiador (Forsyth, 2006).

Efecto del Estrés Oxidativo sobre las Corrientes del Intercambiador K*/Ca®*

Los agentes oxidantes pueden tener diversos efectos sobre las células y se ha demostrado que en
los eritrocitos la peroxidacion lipidica es capaz de cambiar las propiedades de la membrana, haciéndola
mas rigida y en consecuencia disminuyendo su capacidad de deformacion. Asimismo puede alterar la
permeabilidad de la membrana plasmatica (Stark, 2005). Por estas razones, en 2008, Galué estudi6 el
efecto del estrés oxidativo sobre las corrientes del intercambiador K*/Ca?*, para ésto, usd 2 agentes
oxidantes: el Ter-Butil Hidroperéxido (t-BPH), el cual es capaz de pasar a través de la membrana
plasmatica y oxidar ambos lados de la membrana y el peréxido de hidrogeno (H,0,), el cual s6lo oxida el
lado en donde es aplicado. En este estudio se determind que al someter a la membrana al estrés oxidativo
con cualquiera de los dos compuestos nombrados, las corrientes desarrolladas por el intercambiador se ven

disminuidas respecto a la condicion control, siendo este efecto dependiente de la concentracion del agente
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utilizado (Fig. 10) (Galué, 2008). Sin embargo, el mayor efecto sobre la corriente fue observado al oxidar
ambos lados de la membrana a potenciales de membrana negativos, lo que implica que la oxidacién

influye mayormente en el modo de entrada de K* a la célula (corrientes negativas).

60

50 4 T

a0 H
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% de disminucion de la corrente

—a— H,0, -160 mV

10 = —c— t-BHF -160 mV
—y— H,0, +160 mV
—=F— t-BHP +160 mV
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Figura 10. Porcentaje de disminucion de la corriente vs. Concentracion del agente oxidante. En negro,
porcentajes de disminucidn de las corrientes obtenidas después de exponer el patch de membrana a t-BHP.
En rojo, porcentajes de disminucion de las corrientes obtenidas después de exponer el patch de membrana

a H,0.,. Los triangulos representan los valores obtenidos a potenciales de +160 mV, mientras que los

circulos los potenciales de -160mV (Galué, 2008).

En cuanto al efecto de oxidar ambos lados de la membrana y el efecto de oxidar solo en el lado
intracelular de la membrana, sobre la permeabilidad del intercambiador, se observo que la permeabilidad
del intercambiador se ve disminuida bajo ambas condiciones de estrés oxidativo. No obstante, al evaluar el
efecto del estrés oxidativo sobre el desarrollo temporal de la desactivacion de las corrientes del

intercambiador, no se encontraron diferencias significativas con el control (Galué, 2008).

17



Corrientes Instantaneas del Intercambiador K*/Ca*

Dentro de los estudios realizados por Forsyth (Forsyth, 2006) para caracterizar el intercambiador
K*/Ca*, se encuentra el registro de las corrientes instantaneas, las cuales permiten la observacion de las
corrientes del intercambiador que dependen s6lo de su permeabilidad. Estas corrientes instantaneas se
obtienen al aplicar un pulso activante justo antes del pulso de prueba, eliminando asi la fase de activacién
del intercambiador, la cual es dependiente de potencial. Las corrientes instantaneas difieren
significativamente de las corrientes obtenidas en los protocolos IV ya gque poseen un comportamiento
o6hmnico (Fig. 11). EI comportamiento sigmoide observado en las curvas | vs. V, se debe a que el
mecanismo de activacion del intercambiador es dependiente del potencial de membrana. Con el uso del
protocolo de corrientes instantaneas es posible realizar diversos estudios que permiten estudiar el efecto de
diversas variables sobre la permeaciéon del intercambiador. La pendiente de las rectas representan la

conductancia del intercambiador.
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Figura 11. Relacion Corriente Instantdnea Normalizada vs. Potencial de membrana. En rojo los valores de
corriente instantanea obtenidos con el protocolo K1 con pulso activante de +160mV. En azul los valores de
corriente instantdnea obtenidos con el protocolo K1 con pulso activante de -160mV. Todos los datos fueron

normalizados al valor de corriente instantanea obtenido a +120mV de cada experimento (Forsyth, 2006).
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Desarrollo Temporal de la Desactivacion de las Corrientes del Intercambiador K*/Ca?*

En otros estudios, realizados también por Forsyth, se estudia la cinética de la desactivacion de las
corrientes del intercambiador. El protocolo utilizado consistio en aplicar dos pulsos iguales (de +160mV o
de -160mV) pero aumentando el tiempo entre ellos, asi es posible cuantificar cuanta corriente se pierde en

el tiempo que transcurre hasta que se aplica el segundo pulso.

Forsyth, encontr6 que las corrientes del intercambiador decaen en forma exponencial. Se
determiné que el tiempo que debe transcurrir para que disminuya el 33% de corriente que se registra
inicialmente (Ds3) es distinto para los dos modos de movimiento de K'; siendo el Dg; igual
aproximadamente 507ms para la desactivacién del intercambiador en el modo de salida de K* (potenciales
positivos) y de 810mseg para el modo de entrada de K* (potencial de membrana negativo). Esto implica
que la desactivacion de la corriente a potenciales negativos es méas lenta que a potenciales positivos (Fig.

12) (Forsyth, 2006).

| ] | Nermalizado
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Tiempo de separacién entre los pulsos (ms)

Figura 12. Relacion |Al| Normalizado vs. Tiempo de separacion entre los pulsos. |AI| = I, — I, donde I, es el
valor de la corriente medido en el instante en que fue aplicado el pulso activante e I, el valor de corriente
instantanea registrado en el instante en que se suministro el pulso de prueba. Corrientes obtenidas de
experimentos en condicion simétrica. Potenciales positivos (azul) y a potenciales negativos (rojo). Los puntos
son los promedios de ocho experimentos diferentes. La linea de ajuste, representa la tendencia de los datos
(Forsyth, 2006).
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Mecanismos de Regulacién de Canales y Transportadores por ATP

El ATP es capaz de modular la actividad de una gran cantidad de canales idnicos y
transportadores por varias vias: podemos identificar formas de modulacién directa, entre las cuales el ATP
se une a un segmento de la proteina, cambiando su afinidad por el sustrato, como es el caso del
transportador de glucosa (GLUT1). EI ATP también modula la actividad del intercambiador Na*/Ca* de
forma indirecta, regulando la interaccion del intercambiador con los fosfolipidos en la membrana. Algunos
transportadores pueden ser regulados por proteinas kinasas dependientes de ATP, entre estos mecanismos
transportadores se encuentran la Banda 3. A continuacién se describe con mas detalles las vias de

regulacion de algunos transportadores por el ATP.

Intercambiador Na*/Ca*

Este intercambiador se encuentra en la membrana de diversos tipos celulares y esta involucrado en
el proceso de relajacion del musculo cardiaco, en el acoplamiento excitacion-contraccion, entre otros. La

estequiometria de este intercambiador es de 3:1 (Blaustein y Hodgkin, 1969).

En 1992, Collins y colaboradores (Collins, Somlyo y Hilgemann, 1992), estudiaron el efecto del
ATP-Mg sobre el intercambiador Na*/Ca®" en parches de membrana y determinaron que el ATP aumenta
la actividad de este intercambiador con una Ky de aproximadamente 3mM; también observaron que este

efecto es dependiente de la hidrolisis del ATP.

En estudios posteriores (Hilgemann y Ball, 1996. Yaradanakul y col., 2007) se demostré que el
fosfolipido fosfatidil inositol bi-fosfato (PIP2) interactia con el loop intracelular del intercambiador
Na'/Ca?*, aumentando su afinidad por el Na* extracelular y el Ca®* intracelular. EI PIP2, es sintetizado a
partir del fosfatidil inositol (P1) por la Pl 4-Kinasa, la cual es dependiente de ATP-Mg (Fig. 13). Esto
implica que la sintesis de PIP2 requiere ATP-Mg y por ende el ATP regula de forma indirecta la actividad

del intercambiador Na*/Ca*".
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Figura 13. Regulacion del intercambiador Na*/Ca”* de células cardiacas por PIP2.

Tomado de DiPolo y Beaugé, 2006.

Transportador de Glucosa

La difusion de glucosa hacia el interior celular es mediado por la familia de transportadores de
glucosa en una gran variedad de células como los eritrocitos, las células del tejido endotelial, adiposo y

cardiaco (Joost y col., 2002).

El transportador de glucosa de los eritrocitos (GLUT1) al formar un complejo con el ATP, reduce
su capacidad de transporte y aumenta su afinidad por la glucosa. Este transportador posee un sitio de
union al ATP en el lado citoplasmatico y el ADP y AMP actdan como inhibidores competitivos del ATP;
no obstante, la regulacion del GLUT1 no requiere la hidrolisis del ATP (Carruthers y Helgerson, 1989). Se
ha determinado que s6lo el complejo tetramérico del GLUT1 es capaz de ser regulado por el ATP (Levine

y col., 1998).

Blodgett y col. (Blodgett y col., 2007) proponen que el segmento C terminal, ubicado en el lado
intracelular y el loop intracelular que une a los segmentos transmembrana 6-7, sufren un cambio
conformacional al unirse al ATP, bloqueando el paso de glucosa hacia el interior celular (Fig. 14). Esto
traeria como consecuencia que en altas concentraciones de ATP, el influjo de glucosa sea reducido, por lo
que los niveles de ATP intracelulares bajarian, hasta el punto en que los transportadores de glucosa se

disocien del ATP y permitan el paso de glucosa hacia la célula.
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Figura 14. Modelo de la regulacién del GLUT1 por ATP. Izquierda: GLUT1 en su conformacion abierta.
Derecha: cambio conformacional del GLUT1 debido a la union del ATP, bloqueo del poro por la interaccion

entre la region C-terminal y el loop intracelular 6-7. Tomado y modificado de Blodgett y col., 2007.

Banda 3

El intercambiador aniénico, una de las proteinas mas abundantes en la membrana de los eritrocitos
posee un dominio intracelular que interactia con diversas proteinas que se encuentran del lado
citoplasmatico (Lux y col., 1989). Se ha reportado que este lado citoplasmatico de la banda 3 es
fosforilado en el residuo 8 de tirosina por una tirosin-kinasa asociada a la membrana plasmatica
(Dekowski, Rybicki, Drickamer, 1983). También se han encontrado evidencias de que la banda 3 es
fosforilada en el dominio citoplasmatico, en los residuos de serina y treonina por la casein-kinasa (Tao,

Conway, Cheta, 1980.).

No se ha registrado un cambio en la actividad catalitica de la banda 3 a causa de la fosforilacion
del dominio citoplasmatico, sin embargo se conoce que este dominio de la banda 3 interact(a con diversas
proteinas intracelulares. La fosforilacion de este dominio previene la unién de las proteinas
citoplasmaticas como la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), aldolasa, fosfofructokinasa y
hemoglobina a la banda 3 (Low y col., 1987). Las proteinas glicoliticas antes mencionadas, se encuentran

inactivas al estar unidas a la banda 3 cuando ésta no esté fosforilada, por lo que la consecuencia fisiologica
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de la fosforilacion de la banda 3 seria la activacion de las enzimas glucoliticas al separarse de ésta y un

aumento en la tasa de glucélisis en el eritrocito (Harrison y col., 1991).

Ca®*-ATPasa (PMCA)

La bomba de Ca*" encargada de mantener las bajas concentraciones de calcio dentro de la célula
posee un sitio de regulacién por ATP con una afinidad muy baja y que no requiere Mg®* (Richards y col.
1978). Las curvas de actividad de la PMCA frente a varias concentraciones de ATP poseen un
comportamiento bifasico que corresponde a dos curvas del tipo Michaelis-Menten (Fig. 15); la primera
curva posee un Km de aproximadamente 2,8uM y se propone que corresponde al sitio catalitico de la
PMCA, mientras que la segunda curva posee una Km de aproximadamente 111uM y se atribuye al sitio de
regulacion por parte del ATP. La activacion de la PMCA por ATP es independiente de los fosfolipidos

que componen la membrana (Filomatori y Rega, 2003).
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Figura 15. Actividad de la Ca**-ATPasa contra diferentes concentraciones de ATP. Los

experimentos se realizaron a 25°C. Tomado de Filomatori y Rega, 2003.
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Como se ha visto hasta ahora, el ATP es una molécula que participa en diferentes procesos en las
células, entre los cuales se pueden mencionar diversas formas de regulacién de la actividad de los
mecanismos transportadores en la membrana plasmatica como el intercambiador Na‘/Ca®", la Banda 3, la
Ca?*-ATPasa. También se ha hecho una breve descripcién el intercambiador K*/Ca?*, del cual se conoce

muy poco acerca de su estructura y funcionamiento.

Con base en lo anterior, sobre la regulaciébn por ATP de la actividad de mecanismos
transportadores ubicados en la membrana plasmatica, nos hemos propuesto caracterizar de forma parcial
el efecto del ATP sobre el intercambiador K*/Ca** de la membrana del eritrocito humano, usando la

técnica del Patch Clamp en su modalidad T.U.G.O. Patch Clamp, desarrollada en nuestro laboratorio.
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OBJETIVOS

Objetivo General:

e Caracterizar el efecto de ATP-Mg?* sobre la actividad del intercambiador K*/Ca?* del eritrocito

humano.

Objetivos Especificos:

e Determinar el efecto de la concentracion interna de ATP-Mg?* sobre la actividad del intercambiador
K*/Ca®" del eritrocito humano.

e Estudiar el efecto del ATP-Mg®* sobre la permeabilidad del intercambiador K*/Ca®* del eritrocito
humano.

o Evaluar el efecto del ATP-Mg”* sobre el desarrollo temporal de la desactivacion del intercambiador

K*/Ca?" del eritrocito humano.
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MATERIALES Y METODOS

Material Bioldgico

Para la determinacion del efecto del ATP-Mg®* sobre las corrientes del intercambiador K*/Ca** se
utilizaron glébulos rojos tomados de donantes, obtenidos por puncién epidérmica. Con una micropipeta
con SuL de la solucion normal (descrita en la siguiente seccion) previamente filtrada, se tom6 1uL de
muestra, directamente sobre la piel y se coloco en la cdmara experimental, la cual contenia la misma

solucién experimental.

Soluciones Experimentales

Se us6 inicialmente la solucién normal en la cdmara experimental y en la pipeta (Tabla 2).
Posteriormente, se agregd ATP proveniente de una solucion 100mM ATP disodio al bafio (interior
celular), lo que cre6 un gradiente de ATP hacia la pipeta, es decir, un gradiente hacia el exterior celular.
Las concentraciones de ATP en el bafio variaron desde los 0,5mM hasta los 2mM de ATP, en pasos de
0,5mM cada una. En los experimentos para determinar el efecto de la concentracién de ATP sobre las
corrientes del intercambiador K*/Ca®*, se usé una concentracion de 4mM de ATP. Todas las soluciones se

ajustaron a pH 7,4.

Tabla 2. Composicion de las soluciones experimentales.

Solucién Contenido

Normal 140mM KCI, 10mM NaCl, 2mM MgCl,, 1mM CaCl,, 10mM TRIS,

140mM KCI, 11mM NaCl, 2mM MgCl,, 1mM CaCl,, 10mM TRIS,

ATP-disodio 100mM ATP disodio
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Medidas Electrofisioldgicas
El T.U.G.O. Patch Clamp (The U-Shape Giga Ohm Patch Clamp)

Todos los experimentos fueron realizados usando la técnica del Patch Clamp en la modalidad del
T.U.G.O. Patch Clamp, la cual fue desarrollada en nuestro laboratorio con la finalidad de simular, en un
parche de membrana, los fendmenos mecanicos que suceden en la membrana de los eritrocitos al pasar por
los capilares sanguineos (Romero, 2004). Existen algunas diferencias entre el T.U.G.O. Patch Clamp y el

Patch Clamp convencional, las cuales se describen a continuacion:

La forma de la pipeta:

En el Patch Clamp convencional, las puntas de las pipetas tienen un didmetro reducido, que se
logra al pulir las pipetas con una microforja después de halarlas; ésto garantiza que la cantidad de
membrana aislada sea lo suficiente como para tener uno o muy pocos canales en el parche y que el area
interna de la pipeta sea lo mas amplia posible de forma que disminuya la resistencia en serie asociada a
esta zona. En el T.U.G.O. Patch Clamp, las pipetas son construidas con la finalidad de que las paredes

queden lo més paralelas posible entre ellas, simulando un capilar (Fig. 16) (Romero, 2004).

Figura 16. Diferencia en la forma de las puntas de pipetas para T.U.G.O. Patch Clamp (A). Forma de la

punta de la pipeta en el Patch Clamp convencional (B). Tomado de Romero, 2004.
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Cantidad de membrana aislada:

La forma de las pipetas para el T.U.G.O. Patch Clamp permite aislar una gran cantidad de
membrana y a su vez evita que el eritrocito sea succionado por completo, de esta forma un gran area de la

membrana queda en contacto con las paredes internas de la pipeta (Romero, 2004).

En el Patch Clamp convencional, debido a la forma de la pipeta, la membrana asociada a la pipeta
toma una forma de “Q”, mientras que en el T.U.G.O. Patch Clamp, la membrana toma una forma de “U”
invertida, en donde se supone que la porcién de la membrana que esta en contacto con las paredes tiene
una forma conica y mide entre 3 y 8 uM, mientras que la region de la membrana que esta bajo control de

potencial adopta una forma semiesférica (Fig. 17) (Romero, 2004).

Figura 17. Esquema de la region de la membrana del eritrocito en el interior de la pipeta en el T.U.G.O.
Patch Clamp. La region conica conforma el sello eléctrico, debido a que es la parte de la membrana en

contacto con las paredes de la pipeta (A). Regién semi-esférica (B). Tomado de Romero, 2004.

Elaboracion de las Pipetas

Las pipetas se elaboraron a partir de capilares de borosilicato O.D.: 1,5mm, I.D.: 0,86mm, y 10cm
de largo (Sutter Instruments CO., Novato CA, USA.). Los capilares fueron halados en dos pasos, con
ayuda de un puller vertical por gravedad, modelo 700C (David Kopf Instruments). Se usaron pipetas que

presentaron una resistencia entre 8 y 12 MQ en la solucion normal.
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Visualizacion de las Células

Para la visualizacion de las células se empled un microscopio Nikon Diaphot (Nikon CO, LTD,
Tokio, Japon), con oculares de 10X CFW vy objetivos de 20 y 40 DL y para la manipulacidn de las pipetas

se us6 un micromanipulador hidraulico Narishige modelo MO-203 (Narishige CO, LTD, Tokio, Japdn).

Formacion del Sello

Una vez que las células estuvieran asentadas en el fondo de la cAmara, se selecciond un eritrocito
para hacer el patch. Luego, usando el micromanipulador, se coloco la pipeta frente al eritrocito y se aplicd
presién negativa con ayuda de una inyectadora, succionando hasta que una parte de la célula entrase a la
pipeta (con cuidado de no succionarla por completo) y se esperd hasta que la resistencia del sello

aumentara hasta llegar de 2 a 4 GQ, observando en la computadora hasta que la resistencia se estabilizara.

Para poder realizar el T.U.G.O. Patch Clamp era necesario desprender la region de la célula que
guedaba fuera de la pipeta; para eso, se rozé la pipeta con el fondo de la camara hasta que se rompiera esta
zona de la membrana y se liberara el contenido intracelular, asi la solucion que se encontraba en la cdmara
pasaba a ser la solucién intracelular (Fig. 18). Este procedimiento se realiz6 de acuerdo a lo reportado por

Romero (Romero, 2004).

Figura 18. Esquema del posible proceso de formacion del sello en T.U.G.O. Patch Clamp.
Tomado de Romero, 2004.
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Observaciones hechas por Romero, sugieren que el sello se forma en una region profunda de la

pipeta (Romero, 2004).

Protocolo para Agregar ATP a la Camara

Para determinar el efecto del ATP sobre las corrientes del intercambiador, éste fue incorporado a

la solucién de la cdmara experimental, en distintas concentraciones.

El volumen inicial de solucion normal en la cdmara fue de 900uL. Para evaluar el efecto de
0,5mM de ATP sobre las corrientes del intercambiador, se extrajeron 4,5uL de la solucién de la camara y
se agregaron 4,5uL de la solucion madre de 100mM de ATP disodio. Este procedimiento se repiti6 hasta
alcanzar 2mM de ATP en la cdmara, aumentando la concentracion de ATP en pasos de 0,5mM,
manteniendo siempre un volumen total de 900uL en el bafio, de igual forma se realiz6 para alcanzar 4mM

de ATP en la cdmara (Fig. 19).

P 2.ATP0,5mM 3.ATP 1mM
1. Condicién i '
control Solucion Solucién 4,5 UL ATP Solucion
Normal 45 ULATP Normal 100mM Normal
// lOOmM\\ / \\ //
/ —_— A\ / —_— N /
Solucién Normal Solucién N-ATP1 Solucién N-ATP2

Figura 19. Esquema del protocolo para agregar ATP a la camara (interior celular). Primero, la solucion
normal se encuentra en la pipeta y en la cdmara. Luego se extraen 4,5uL de la solucién en la camara y se
agregan 4,5uL de ATP disodio 100mM. La concentracién de ATP aumenta en pasos de 0,5mM hasta llegar

a 2mM en el bafio y luego hasta llegar a 4mM.

Protocolos de Estimulacion

A continuacién se presentan los diferentes protocolos de estimulacion que se aplicaron a los
parches de membrana. Se repitié cada protocolo 3 veces en cada experimento a fin de calcular un

promedio de las corrientes obtenidas.
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Protocolo de Sustraccién de Fuga

Al aplicar los protocolos de estimulacion, las corrientes obtenidas incluyen corrientes biol6gicas
(corrientes del intercambiador) y corrientes no bioldgicas u 6hmicas (corrientes capacitativas y de fuga).
Debido a que las corrientes no biol6gicas son mayores que las corrientes que pueda desarrollar el
intercambiador, se debieron sustraer las corrientes no bioldgicas de las corrientes totales registradas, con

la intencion de registrar s6lo las corrientes bioldgicas

El protocolo de sustraccion se aplicé antes de cada pulso de prueba en todos los protocolos de
estimulacion. Este protocolo de sustraccion tipo P/N, consistid en aplicar 10 veces un pulso con un décimo
de la amplitud del pulso final y con el mismo signo de éste (prepulso); este protocolo se denomina P/10
(Fig. 20). Cada uno de estos pulsos genera un 10% de la corriente total de fuga que se registra en el pulso
final. La suma de todas las corrientes obtenidas en cada uno de los 10 pulsos, resulta en el 100% de las
corrientes 6hmicas registradas en el pulso final. Se usa un voltaje de un décimo del pulso final ya que a
estos voltajes el intercambiador no estd activo, de forma que s6lo se desarrollan las corrientes no

bioldgicas.

Es posible aplicar protocolos de sustraccién con méas de 10 pulsos (p. ej. P/20); sin embargo, al
sumar cada una de las corrientes obtenidas en cada prepulso, también se suma el ruido asociado a cada una
de ellas, lo que podria generar un ruido de una amplitud que afecte la medicion de las corrientes del

intercambiador K*/Ca?".

A
“— Pulso
1/10
pulso{ I s Y s Y A I e Iy |
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1/10
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Y <— Pulso
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B

Figura 20. Esquema del protocolo de sustraccion de fuga P/10. (A) protocolo P/10 con un pulso de prueba
con voltaje negativo y (B) protocolo P/10 con un pulso de prueba con voltaje negativo. Modificado de

Matthes, 2005.
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Protocolo | vs. V

Para el estudio del efecto de las concentraciones del ATP-Mg sobre las corrientes totales del
intercambiador se aplico el protocolo | vs. V, con esto fue posible construir curvas Corriente vs. Voltaje,
en donde se observa el desarrollo de las corrientes del intercambiador. Se realizaron protocolos con pulsos
cuadrados de voltaje, cada uno con una duracion de 2 segundos y con una amplitud de 0 a +/-160mV,
aumentando en pasos de +/-20mV (Fig. 21). Las corrientes del intercambiador fueron medidas al final del

pulso, a los dos segundos.

I 2seg !

+160mV

20mvV L

omv

omv

¥+ 20mv

-160mvV
I 2seg !

Figura 21. Esquema de los protocolos de estimulacion para la construccion de las curvas | vs. V. Pulsos
desde 0 a +160mV (A). Pulsos desde 0 a -160mV (B). Modificado de Matthes, 2005.

La forma ideal de expresar las corrientes que son obtenidas, a fin de poder compararlas entre los
distintos experimentos, seria la densidad de corriente (pA por unidad de membrana); sin embargo, al usar
el método del T.U.G.O. Patch Clamp, es practicamente imposible medir la cantidad de membrana que se
encuentra dentro de la pipeta bajo control de potencial. Por esta razon, las corrientes se normalizaron
respecto al valor de corriente obtenido con el pulso de +120mV, ya que este potencial garantiza el

desarrollo de las corrientes del intercambiador sin que las corrientes esten saturadas.
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Protocolo de Corrientes Instantaneas (INST)

Con este protocolo se buscé eliminar el efecto de la dependencia de potencial sobre la activacion
de las corrientes del intercambiador, de forma que s6lo se observen los cambios de la permeabilidad como

consecuencia de la variacién de la concentracion del ATP-Mg en la camara.

El protocolo INST consistié en 2 pulsos, el primero es el activante, el cual posee una magnitud de
+160mV o de -160mV y una duracion de 2 segundos; el siguiente pulso posee una magnitud de 0 a
+160mV 6 de 0 a -160mV, aumentando en pasos de £20mV dependiendo del signo del pulso activante, y
una duracion de 1 segundo (Fig. 22). Las corrientes se midieron en el instante en que se inicié el segundo

pulso.

Los valores de corriente instantanea registrados fueron normalizados respecto al valor de corriente
obtenido a +120mV del mismo experimento. A partir de estos registros se construyeron graficas que

representan los valores de corriente instantdneas normalizadas contra el potencial de membrana.

omv -+ ——1seg —
| 20mv
A ! *
e -160mV T
: 2seg !
Ir """"""""""" +160mV
B i F 20mV
omV ==, 2seg ——1seg — l

Figura 22. Esquema de los protocolos de estimulacidn para las corrientes instantaneas, INST. Pulso
activante de -160mV (A). Pulso activante de +160mV (B). Modificado de Forsyth, 2006.
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Protocolo DEAC

Con este protocolo se determind el efecto del ATP-Mg sobre el desarrollo temporal de la

desactivacion de las corrientes del intercambiador.

El protocolo DEAC, consistié en aplicar 2 pulsos iguales de £160mV. El tiempo entre los pulsos
fue variable y disminuia en pasos de 500mseg (Fig. 23), midiendo las corrientes al inicio del segundo

pulso.

En el protocolo DEAC A (potenciales de membrana negativos), el tiempo interpulso se extendid
hasta los 5500mseg en la condicion control de forma que se pudiera apreciar la desactivacion del
intercambiador en un mayor tiempo. Mientras que el protocolo DEAC B (potenciales positivos) se
extendid hasta los 4000 ms al aplicar 1ImM de ATP-Mg al interior celular, con la finalidad de observar el

tiempo que tarda en desactivarse el intercambiador en esta condicion.

A — B —
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160mV — 2seg— —2seg— —2seg—

Figura 23. Esquema del protocolo DEAC. El tiempo entre los pulsos idénticos, disminuye en pasos de
500mseg. Pulsos de +160mV (A). Pulsos de -160mV (B). Modificado de Forsyth, 2006.

Las corrientes registradas en cada pulso de prueba fueron normalizadas respecto al valor de
corriente obtenido al aplicar el pulso activante de £160mV de cada experimento. Las gréaficas construidas
a partir de este protocolo representan el porcentaje de disminucion de la corriente vs el tiempo de

separacion entre pulsos.
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Adquisicion de los Datos

Las corrientes se adquirieron en modo Voltage-Clamp, con una ganancia de 100mV/pA, con un
filtro pasa-bajos a 1 KHz, para lo cual se empleé un amplificador AXOPATCH-1C (Axon Instrument,
Burlingame, CA, USA); simultdneamente se usara 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 digitalizacion de los datos se usé una interfase ITC-16 (Instrutech, Port Washington, NY,

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

Analisis de los Datos

Se compararon las curvas obtenidas con el protocolo | vs. V con las curvas de corriente
instantdnea con la intencién de evaluar el efecto del ATP-Mg sobre la activacién del intercambiador
K*/Ca?". Los experimentos en donde se usé el protocolo | vs. V' y en donde se us6 el protocolo INST se
realizaron por separado, por lo que al comparar estas corrientes se observo que las curvas de corrientes
totales eran mayores en algunos puntos que las rectas de las corrientes instantaneas. Para corregir esto, se
realizd un ajuste en el cual se igualaron los puntos de 160mV de las curvas de corrientes totales al valor de
160mV de las corrientes instantaneas correspondiente al control y a las diferentes concentraciones de
ATP-Mg empleadas. Luego, a partir de estos puntos que ahora son iguales, se calcularon los demas puntos

hasta llegar a los OmV; lo mismo se realiz6 para los potenciales de membrana negativos.

Analisis Estadistico

Se realiz6 una prueba estadistica con la finalidad de determinar si las diferencias entre los

resultados obtenidos son significativas.

35



Los resultados presentados en este trabajo poseen un n<30 por lo que se empled la prueba de
Mann-Whitney debido a que es una prueba estadistica no paramétrica y los datos cumplen con los
supuestos de la prueba como: las muestras son de tamafios n y m, cada una; la escala de medicion es

ordinal y la variable es continua.

Se uso la prueba bilateral de Mann-Whitney, en donde las hipétesis planteadas son las siguientes:

e Hipétesis nula: Ho: M1=M,

e Hipotesis alternativa: Ha: Mi#M,

Para este caso se pretende comparar los resultados obtenidos en el tratamiento 1 con los obtenidos
en el Tratamiento 2, provenientes del mismo tipo de experimento (patch), donde M; es la mediana de los
datos correspondientes al tratamiento 1 y M, es la mediana de los datos obtenidos del tratamiento 2. La
prueba propone que si las poblaciones son diferentes, estas varian solamente en lo que respecta a sus

medianas.

Los resultados obtenidos para cada comparacion estadistica realizada se presentan en tablas. Estas
tablas muestran los valores de: medias (medias), desviacion estandar (D. E.), nimero de muestras del
tratamiento (n) y el valor de p, que es funcion del valor del estadistico obtenido de acuerdo a los datos

experimentales y de los grados de libertad.

En este caso, se escogio el nivel de significacion p = 0.05, de esta forma se establecié que hay un
5% de probabilidad de rechazar una hipotesis cuando deberia aceptarse, lo cual deja un 95% de confianza

para aceptar la hipétesis correcta.

Luego del andlisis estadistico se toma en cuenta el valor de p, si este valor es menor a 0,05, se
rechaza la hipétesis nula e indicard que si hay diferencias significativas entre los datos de los dos
tratamientos diferentes (valores reportados en negrita). Pero si por el contrario, el valor de p resulta mayor

a 0,05, se acepta la hipétesis nula que indica que no hay efecto por parte del tratamiento.
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RESULTADOS

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

intercambiador K*/Ca?* y caracterizar el efecto del ATP sobre las corrientes del mismo.

Al aplicar el protocolo | vs. V, se observo que la corriente generada por el intercambiador en

condiciones simétricas con la solucién normal, posee un comportamiento sigmoide respecto al potencial

de membrana impuesto, sin embargo se observé que la corriente desarrollada es mayor a potenciales de

membrana positivos en un 42,6% (Fig. 24) lo que difiere con lo reportado anteriormente, ya que se

observaba una mayor amplitud en las corrientes entrantes de K* (corrientes negativas) (ver Fig. 7)

(Romero, 2004. Matthes, 2005. Forsyth 2006. Galué, 2008).
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Figura 24. Relacion de Amplitud Normalizada vs. Potencial de Membrana en condicion control.
La corriente presenta un comportamiento sigmoidal respecto al potencial de membrana. Las
corrientes son mayores en el modo de salida de K*. Datos obtenidos al aplicar el protocolo | vs. V.

n=15. Barras de error estandar.
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Efecto de la concentracién ATP-Mg sobre las corrientes del Intercambiador K*/Ca**

Para estudiar el efecto de diversas concentraciones de ATP-Mg sobre las corrientes del
intercambiador K*/Ca®". Se us6 el protocolo | vs. V variando las concentraciones intracelulares de ATP

desde 0,5mM hasta 2mM en pasos de 0,5mM; por Gltimo, se usd una concentracién de 4mM de ATP-Mg.

Efecto de 0,5mM ATP-Mg sobre las corrientes del Intercambiador K*/Ca*

Inicialmente se aplico el protocolo | vs. V con la solucion normal en ambos lados de la membrana,
luego se agregaron 0,5mM de ATP-Mg a la camara experimental (lado intracelular) y se aplicé de nuevo

el protocolo 1 vs. V.

En la figura 25 se puede observar el efecto de 0,5mM de ATP-Mg sobre las corrientes
normalizadas del Intercambiador K*/Ca?*. Los puntos en rojo representan las corrientes del intercambiador
en presencia de 0,5mM de ATP-Mg, las cuales aumentan respecto al control a -160mV, pasando de -
1,22+0,56 a -3,50+1,31, es decir, aumenta en un 187%. Es posible notar que estas corrientes de entrada de
K* son mayores que las corrientes de salida de este ién en un 54,6%, a +160mV, lo cual es contrario al
comportamiento observado en la condicion control, en donde la corriente de salida de K* es mayor en un
42%. Y en concordancia con lo que fue observado con anterioridad, en la tabla 3 se representan los
valores estadisticos obtenidos al aplicar la prueba de Mann-Whitney a las corrientes registradas en la
condicién control contra la condicion experimental de 0,5mM ATP-Mg, se observa que las diferencias son
significativas a partir de -100mV hasta -160mV; mientras que a potenciales positivos, las diferencias son

no significativas.
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Figura 25. Relacion de Corriente Normalizada vs. Potencial de Membrana con 0,5mM ATP-Mg. Datos
obtenidos al aplicar el protocolo | vs. V. Los puntos en azul (m) representan la condicion control (n=15). Los
puntos en rojo (m) representan la condicién experimental, 0,5mM ATP-Mg (n=12). Barras de error estandar.

Las corrientes son mayores en presencia de ATP-Mg. Se observa que en el modo de entrada de K* las

corrientes entrantes aumentan respecto a la condicién control.
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Tabla 3. Resultados estadisticos obtenidos al aplicar la prueba de Mann-Whitney en la condicion de

0,5mM ATP con el protocolo I vs. V. Las diferencias son significativas con p < 0,05.

Curvas IV 0,5 mM ATP-Mg

Medias D.E. N P
I norm. Control 1,75 0,17 15
160mV _ 0,149
I norm. Experimental 2,27 0,78 12
I norm. Control 1,28 0,10 15
140mV . 0,482
I norm. Experimental 1,47 0,47 12
I norm. Control 0,69 0,12 15
100mV _ 0,794
I norm. Experimental 0,82 0,39 11
| norm. Control 0,48 0,15 15
80mV _ 0,762
I norm. Experimental 0,56 0,24 12
I norm. Control 0,37 0,21 14
60mvV _ 0,857
I norm. Experimental 0,34 0,23 12
I norm. Control -0,36 0,13 14
-80mvV _ 0,1
I norm. Experimental -0,59 0,10 12
I norm. Control -0,46 0,17 15
-100mV _ 0,016
I norm. Experimental -1,09 0,31 12
I norm. Control -0,66 0,38 15
-120mVv _ 0,012
I norm. Experimental -1,57 0,27 12
I norm. Control -0,87 0,34 14
-140mV - 0,014
I norm. Experimental -2,29 0,84 11
I norm. Control -1,22 0,56 13
-160mV . 0,014
I norm. Experimental -3,50 1,31 10

Efecto de 1mM ATP-Mg sobre las corrientes del Intercambiador K*/Ca?*

En la figura 26 se presenta el efecto de 1mM de ATP-Mg sobre las corrientes del intercambiador
K*/Ca?* al aplicar el protocolo | vs. V. El efecto del ATP-Mg es mayor en el modo de entrada de K*
(corrientes entrantes a potenciales negativos) que en el modo de salida de K* (corrientes salientes). Por
otro lado, se observa que la corriente desarrollada por el intercambiador en presencia de 1mM de ATP a

+160 y -160mV es igual a 2,70+0,43 y -4,33+1,66, respectivamente; mientras que en presencia de 0,5mM
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de ATP-Mg a +160 y -160mV es igual a 2,27+0,78 y -3,50+1,31, respectivamente; por lo que la corriente

aumenta en un 38% a -160mV y un 47% a +160mV respecto a la corriente en presencia de 0,5mM ATP-

Mg y varia en un 297% a -160mV y 91% a +160mV frente a 1ImM de ATP-Mg, respecto al control.
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Figura 26. Relacion de Corriente Normalizada vs. Potencial de Membrana con 1mM ATP-Mg. Datos

obtenidos al aplicar el protocolo I vs. V. Los puntos en azul (m) representan la condicion control (n=15). Los

puntos en morado (m) representan la condicidn experimental, ImM ATP (n=6). Barras de error estandar. Las

corrientes son mayores en presencia de ATP-Mg. Se observa que en el modo de entrada de K™ las corrientes

son mayores que en la condicion control y que las corrientes en presencia de 0,5mM.

En la tabla 4 se observa que en los potenciales de membrana de +100 y +160mV, la diferencia

entre las corrientes de la condicion control y las corrientes obtenidas en presencia de 1mM de ATP son

significativas, al igual que las corrientes desde -100 hasta -160mV.
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Tabla 4. Resultados estadisticos obtenidos al aplicar la prueba de Mann-Whitney en la condicién de 1mM

ATP con el protocolo I vs. V. Las diferencias son significativas con p < 0,05.

Curvas IV 1 mM ATP-Mg

Medias D. E. N P
I norm. Control 15
160mVv _ Lo 0,17 0,00037
I norm. Experimental 2,70 0,43 )
I norm. Control 15
140mVv - 128 0.10 0,00052
I norm. Experimental 2,13 0,35 5
I norm. Control 15
100mV i 0,69 0,12 0,00043
I norm. Experimental 1,16 0,56 6
I norm. Control 15
80mVv i U 0.15 0,142
I norm. Experimental 0,75 0,64 6
I norm. Control 14
60mVv i 0,37 0,21 0,057
I norm. Experimental 0,39 0,25 6
I norm. Control . 14
-80mV _ 0,36 0,13 0.2
I norm. Experimental -1,17 0,21 6
I norm. Control . 15
-100mV i 0,46 0,17 0,016
I norm. Experimental -1,90 0,11 6
I norm. Control - 15
-120mVv : 0,66 0,38 0,040
I norm. Experimental -2,65 1,18 5
I norm. Control . 14
-140mVv - ol 0,34 0,046
I norm. Experimental -3,25 1,36 5
I norm. Control - 13
-160mVv . 122 0.56 0,0086
I norm. Experimental -4,33 1,66 5
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Efecto de 1,5mM ATP-Mg sobre las corrientes del Intercambiador K*/Ca*

Al aplicar el protocolo | vs. V en presencia de 1,5mM de ATP en la cAmara experimental, se
registraron corrientes entrantes mayores a las registradas en la condicién control para potenciales de

membrana positivos y negativos (Fig. 27).
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Figura 27. Relacion de Corriente Normalizada vs. Potencial de Membrana con 1,5mM ATP-Mg. Datos
obtenidos al aplicar el protocolo | vs. V. Los puntos en azul (m) representan la condicion control (n=15).
Los puntos en naranja (m) representan la condicion experimental, 1,5mM ATP (n=5). Barras de error
estandar. Las corrientes son mayores en presencia de ATP-Mg. También se observa que en el modo de

entrada de K™ las corrientes son mayores que las corrientes frente a menores concentraciones de ATP.

El efecto del ATP-Mg es mas acentuado en el modo de entrada de K* (potenciales de membrana
negativos), ya que la corriente a -160mV pasa de -4,33+1,66 en 1mM ATP a -6,73+1,62 en 1,5mM de
ATP-Mg, es decir, aumenta en un 8% respecto a la corriente registrada en 1,5mM ATP-Mg. Mientras que

a +160mV la corriente pasa de 2,70+0,43 a 3,61+0,62, es decir, la corriente incrementa en un 39% con el
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aumento de la concentracion de ATP-Mg y aumenta respecto a la condicion control en un 452% a -160mV

y 106% a +160mV.

Al aplicar la prueba estadistica correspondiente para comparar los datos mostrados en la figura 27,
se obtuvo que hay una diferencia significativa entre los valores obtenidos desde +160mV hasta +100mV y

desde -120 hasta -160mV (Tabla 5).

Tabla 5. Resultados estadisticos obtenidos al aplicar la prueba de Mann-Whitney en la condicion de

1,5mM ATP con el protocolo | vs. V. Las diferencias son significativas con p < 0,05.

Curvas IV 1,5 mM ATP-Mg

Medias D. E. n p

| norm. Control 1,75 0,17 15

160mV _ 0,0025
I norm. Experimental 3,61 0,62 4
| norm. Control 1,28 0,10 15

140mV _ 0,0025
I norm. Experimental 3,04 0,77 5
| norm. Control 0,69 0,12 15

100mV _ 0,0029
I norm. Experimental 1,56 1,00 5
| norm. Control 0,48 0,15 15

80mV _ 0,769
I norm. Experimental 1,08 1,25 5
| norm. Control 0,37 0,21 14

60mV _ 0,533
I norm. Experimental 0,60 0,33 5
| norm. Control 0,20 0,11 15

40mV - 0,333
I norm. Experimental 0,34 0,10 5
| norm. Control -0,36 0,13 14

-80mV _ 0,200
I norm. Experimental -0,64 0,55 5
| norm. Control -0,46 0,17 15

-100mV _ 0,095
I norm. Experimental -1,07 1,00 5
| norm. Control -0,66 0,38 15

-120mV . 0,044
I norm. Experimental -2,37 1,07 4
| norm. Control -0,87 0,34 14

-140mV - 0,030
I norm. Experimental -4,18 1,27 4
| norm. Control -1,22 0,56 13

-160mV _ 0,030
I norm. Experimental -6,73 1,62 4
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Efecto de 2mM ATP-Mg sobre las corrientes del Intercambiador K*/Ca®*

La figura 28, muestra el comportamiento de las corrientes del intercambiador K*/Ca®* luego de
agregar 2mM de ATP al compartimiento intracelular, es posible observar cémo las corrientes son mayores
que las registradas en el control, sin embargo el efecto es mayor en el modo de entrada de K* (potencial de
membrana negativo). No fue posible registrar el valor de corriente del intercambiador a -160mV ya que
éstas sobrepasaban la capacidad de medicién del equipo, por lo que sdlo estan representadas en la Figura

28 hasta -140mV.
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Figura 28. Relacion de Corriente Normalizada vs. Potencial de Membrana con 2mM ATP-Mg. Datos
obtenidos al aplicar el protocolo I vs. V. Los puntos en azul (=) representan la condicién control (n=15). Los
puntos en verde (=) representan la condicion experimental, 2mM ATP (n=5). Barras de error estandar. Las
corrientes son mayores en presencia de ATP-Mg. También se observa que en el modo de entrada de K* las
corrientes son mayores que en la condicion control asi como el efecto es mas pronunciado que en el modo de
salida de K.
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La corriente aumenta cerca de en un 700% en -140mV y un 156% a +160mV, respecto a la
condicién control. Se observa que las corrientes aumentan en mayor proporcién en el modo de entrada de
K ya que al comprarlo con las corrientes registradas a 1,5mM ATP-Mg, éstas aumentan un 68% en

-140mV y un 24% a +160mV.

En la tabla 6 se encuentran reportados los valores de para la prueba estadistica Mann-Whitney en
donde se compararon las condicién control vs. la condicion de 2mM de ATP-Mg; es posible observar que
las diferencias son significativas desde +80 hasta +160mV y por el otro lado, en los valores de corrientes

obtenidos en -120 y -140mV.

Tabla 6. Resultados estadisticos obtenidos al aplicar la prueba de Mann-Whitney en la condicion de 2mM

ATP-Mg con el protocolo | vs. V. Las diferencias son significativas con p < 0,05.

Curvas IV 2 mM ATP-Mg
Medias D. E. n p

| norm. Control 1,75 0,17 15

160mV _ 0,015
I norm. Experimental 4,49 0,84 4
| norm. Control 1,28 0,10 15

140mV _ 0,015
I norm. Experimental 3,55 0,84 4
| norm. Control 0,69 0,12 15

100mV _ 0,017
I norm. Experimental 2,42 1,00 5
| norm. Control 0,48 0,15 15

80mV _ 0,026
I norm. Experimental 1,76 0,85 5
I norm. Control 0,37 0,21 14

60mV _ 0,133
I norm. Experimental 1,56 0,75 5
| norm. Control 0,20 0,11 15

40mV i 0,333
I norm. Experimental 0,99 0,73 )
I norm. Control -0,36 0,13 14

-80mVv - 0,200
I norm. Experimental -0,96 0,50 5
| norm. Control -0,46 0,17 15

-100mV _ 0,095
I norm. Experimental -1,65 1,20 4
| norm. Control -0,66 0,38 15

-120mV - 0,044
I norm. Experimental -4,50 1,27 3
| norm. Control -0,87 0,34 14

-140mV _ 0,030
I norm. Experimental -7,06 1,37 3
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Hasta este punto se ha observado que las corrientes aumentan a medida que se incrementa la
concentracion de ATP-Mg en el lado intracelular, y que el efecto es mas acentuado en el modo de entrada
de K. Debido a este comportamiento, en donde no se ha alcanzado la saturacion del intercambiador, se
decidi6 aumentar la concentracién de ATP-Mg en la cdmara a 4mM; los resultados obtenidos se describen

en la siguiente seccion.

Efecto de 4mM ATP-Mg sobre las corrientes del Intercambiador K*/Ca?*

Se evalud el efecto de 4mM de ATP-Mg sobre las corrientes del intercambiador con la finalidad
de lograr calcular la constante Km. La figura 29 esta representado el efecto de 4mM de ATP-Mg y se
observa que a esta concentracion no se obtuvo la saturacion del intercambiador. El efecto de esta
concentracion de ATP-Mg es similar al efecto observado de 1, 1,5 y 2mM, en donde la corriente de
entrada de K* (-7,82+1,50 a -100mV) es mayor que la corriente de salida de este ion (1,70+0,54 a 100mV)

y aumenta de forma dosis dependiente.
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Figura 29. Relacion de Corriente Normalizada vs. Potencial de Membrana con 4mM ATP-Mg. Datos
obtenidos al aplicar el protocolo I vs. V. Los puntos en azul oscuro (m) representan la condicion control
(n=15). Los puntos en azul claro (=) representan la condicidn experimental, 4mM ATP (n=4). Barras de

error estandar. Las corrientes son mayores en presencia de ATP-Mg. No se observa saturacién en las

A continuacion se reportan los datos del estadistico Mann-Whitney en donde se comparan los
datos mostrados en la figura 29 (tabla 7). Las diferencias fueron significativas desde +80 hasta +160mV, y

en -80 y -100mV.
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Tabla 7. Resultados estadisticos obtenidos al aplicar la prueba de Mann-Whitney en la condicion de 4mM

ATP con el protocolo I vs. V. Las diferencias son significativas con p < 0,05.

Curvas IV 4 mM ATP-Mg

Medias D.E. n p
160mY I norm. Control 1,75 0,17 15 0.00013
m
| norm. Experimental 6,42 1,86 3 '
I norm. Control 1,28 0,10 15
140mV _ 0,00013
I norm. Experimental 4,60 1,60 3
100mV I norm. Control 0,69 0,12 15 0.00065
m
| norm. Experimental 1,70 0,54 4 '
I norm. Control 0,48 0,15 15
80mV _ 0,022
I norm. Experimental 1,18 0,68 4
I norm. Control 0,37 0,21 14
60mV _ 0,467
| norm. Experimental 0,39 0,09 4
I norm. Control -0,36 0,13 14
-80mV _ 0,01
I norm. Experimental -6,51 1,32 3
I norm. Control -0,46 0,17 15
-100mV _ 0,025
| norm. Experimental -7,82 1,50 3

En la Figura 30, se presenta una gréafica que resume el efecto de diversas las concentraciones de

ATP-Mg empleadas sobre las corrientes del intercambiador K*/Ca®*. Inicialmente en la condicién control,

las corrientes desarrolladas por el intercambiador son menores en el modo de entrada de K*, luego al

agregar ATP-Mg se invierte este comportamiento ya que todas las corrientes entrantes (potenciales de

membrana negativos) son mayores que las corrientes salientes. Se observa un efecto dosis dependiente del

ATP-Mg sobre las corrientes del intercambiador el cual es mas pronunciado en el modo de entrada de K*

gue en el modo de salida. No fue posible calcular la constante Km debido a que el intercambiador no

presentd una saturacidn en presencia de las diversas concentraciones de ATP-Mg.

49




7 .
6 | T
5 T
4 - T
T L m Control
3 L
T - : = 0,5mi
2 - T : [ ]
i a . u m1mM
1 - B i ]
g i 1,5Mm
r T T T T T T T T O . T -I T T T T T T 1
g ZMm
480*160*]‘04!071107 0 -60 -40 7291 ¢ 20 40 60 80 100 120 140 160 180
[ ] a | - = 4mM
I ¥ u 2 A
i Potencial de
% E 3 Membrana {mV)
; T + 4 |
1 1 5 |
| ®
1 I 7
+ 8 |
9 B
Corriente
-10 ‘Normalizada (pA)

Figura 30. 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 I vs. V y las barras de error estandar. Los puntos en azul
oscuro (m) representan la condicion control (n=15). Puntos en rojo (m) representan las corrientes con
0,5mM ATP (n=12). Puntos en morado (m) representan las corrientes en presencia de 1mM ATP (n=7).
Puntos en anaranjado (=) representan las corrientes con 1,5mM ATP (n=5). Puntos en verde (m)
representan las corrientes en presencia de 2mM ATP (n=5). Los puntos en azul claro (=) representan la

condicion experimental, 4mM ATP (n=4).
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Efecto del ATP-Mg sobre la permeabilidad del Intercambiador K*/Ca?*

El efecto del ATP-Mg sobre la permeabilidad del intercambiador K*/Ca?* fue evaluado al aplicar
el protocolo INST a parches de membrana. En primer lugar se aplicé el protocolo INST en la condicion
control; posterior a esto se agregaron 0,5mM ATP a la camara experimental y se continué aumentando la

concentracion de ATP hasta los 1,5mM en pasos de 0,5mM.

Al aplicar el protocolo INST en la condicidn control se obtuvo la gréafica en la Fig. 31, en donde se
observa que la pendiente de la linea de tendencia (linea roja) de los puntos a potenciales de membrana
negativos es ligeramente menor que la pendiente de la linea de tendencia (linea azul) de los datos
obtenidos a potenciales positivos. Estos datos son consistentes con lo observado al aplicar el protocolo |
vs. V, en donde las corrientes a potenciales negativos son menores a las corrientes registradas a voltajes

positivos.
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Figura 31. Relacion de Corriente Normalizada vs. Potencial de Membrana en condicion control.
Los datos desde -160 hasta OmV fueron obtenidos al aplicar el protocolo INST-A (linea de
tendencia roja) (-) y los puntos desde 0 a +160mV fueron obtenidos con el protocolo INST-B

(linea de tendencia azul) (-). n=17.
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Efecto de 0,5mM ATP-Mg sobre la permeabilidad del Intercambiador K*/Ca**

En la figura 32 se encuentra representado el efecto de 0,5mM de ATP sobre las corrientes del
intercambiador K*/Ca®*", es posible observar el aumento en la pendiente de la recta en la condicién
experimental respecto a la condicion control en ambos sentidos de movimiento del K*. También se
observa que la pendiente de la recta en el modo de salida de K*, en presencia de 0,5mM de ATP, difiere
muy poco de la pendiente en el modo de entrada de K* en la condicién experimental (m=0,0119mV™*y
0,0111mV™, respectivamente), esto implica que la permeabilidad del intercambiador es igual en los modos
de salida y de entrada de K* en presencia de 0,5mM de ATP. La pendiente en el modo de salida de K*
aument6 un 36,78% y en el modo de entrada de K* en un 48%, respecto a la condicion control. Sin
embargo, en la tabla 8 se representan los valores de la prueba estadistica aplicada para comparar los
resultados en las condiciones descritas; la prueba estadistica indica que, en general, no hay diferencias

significativas entre el tratamiento aplicado y la condicidn control.
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Figura 32. Relacion de Corriente Normalizada vs. Potencial de Membrana con 0,5mM 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 en azul (¢) representan la condicién control (n=17). Los puntos en rojo (¢)
representan la condicion experimental (n=7). Barras de error estandar. En presencia de 0,5mM de ATP las
pendientes de las curvas son mayores que en la condicion control y las pendientes son muy similares en el modo de

salida y de entrada de K. 5



Tabla 8. Resultados estadisticos obtenidos al aplicar la prueba de Mann-Whitney en la condicion

de 0,5mM ATP con el protocolo INST. Las diferencias son significativas con p < 0,05.

Curvas INST 0,5 mM ATP-Mg

Medias D. E. n p

| norm. Control 1,65 0,37 16

160mV _ 0,971
I norm. Experimental 2,12 0,31 6
| norm. Control 1,15 0,28 17

140mV - 0,376
I norm. Experimental 1,82 0,17 6
I norm. Control 0,75 0,18 17

100mV _ 0,154
I norm. Experimental 1,03 0,15 7
| norm. Control 0,59 0,13 17

80mV - 0,357
I norm. Experimental 0,77 0,28 7
I norm. Control 0,51 0,11 17

60mV _ 0,283
I norm. Experimental 0,54 0,09 7
I norm. Control 0,33 0,10 17

40mv : 0,041
I norm. Experimental 0,43 0,23 6
I norm. Control 0,10 0,13 17

20mV _ 0,914
I norm. Experimental 0,05 0,05 7
| norm. Control -0,20 0,29 17

-40mV . 0,548
I norm. Experimental -0,30 0,16 7
| norm. Control -0,40 0,06 17

-60mV _ 0,730
I norm. Experimental -0,63 0,29 7
| norm. Control -0,54 0,24 17

-80mVv _ 0,667
I norm. Experimental -0,72 0,52 7
| norm. Control -0,71 0,05 17

-100mV _ 0,628
I norm. Experimental -1,10 0,35 6
| norm. Control -0,72 0,41 17

-120mV _ 0,921
I norm. Experimental -1,37 0,40 6
I norm. Control -0,83 0,44 16

-140mV _ 0,527
I norm. Experimental -1,55 0,47 6
I norm. Control -1,30 0,53 16

-160mV _ 0,812
I norm. Experimental -1,88 0,58 6
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Efecto de 1mM ATP-Mg sobre la permeabilidad del Intercambiador K*/Ca*

Luego de evaluar el efecto de 0,5mM de ATP-Mg sobre la permeabilidad del intercambiador
K*/Ca®* se agregé de nuevo 0,5mM ATP-Mg a la camara experimental, de forma de observar el efecto de
1mM sobre la permeabilidad del mecanismo. Se pudo observar que el efecto de 1mM de ATP-Mg es
mayor en el modo de entrada de K* (potencial de membrana negativo), es decir, la pendiente de la recta a
potenciales negativos es mayor en un 47,46% que la pendiente a potenciales positivos (Fig. 33). Por otra
parte, la pendiente de la recta en el modo de salida de K" es igual en presencia de 0,5mM y 1mM de ATP,
mientras que la pendiente en el modo de entrada aumenta un 132% respecto a la condicion control en el

modo de entrada de K.
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Figura 33. Relacion de Corriente Normalizada vs. Potencial de Membrana con 1ImM 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 en azul (¢) representan la condicion control (n=17).
Los puntos en morado (¢) representan la condicion experimental (n=5). Barras de error estandar. En la
condicion experimental la pendiente en el modo de entrada de K* es mayor que la pendiente en el modo de
salida de K*; mientras que en el modo de salida de K* la pendiente se mantiene igual que en presencia de
0,5mM ATP.
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En la siguiente tabla se reportan los valores de p obtenidos al comparar las corrientes instantaneas

obtenidas en la condicién control con las obtenidas en presencia de 1ImM de ATP (Tabla 9). Las

diferencias sélo fueron significativas a voltajes negativos (modo de entrada de K*).

Tabla 9. Resultados estadisticos obtenidos al aplicar la prueba de Mann-Whitney en la condicion de 1mM

ATP con el protocolo INST. Las diferencias son significativas con p < 0,05.

Curvas IV 1 mM ATP-Mg

Medias D. E. n p

I norm. Control 1,65 0,37 16

160mV _ 0,184
I norm. Experimental 2,05 0,38 4
I norm. Control 1,15 0,28 17

140mV _ 0,178
I norm. Experimental 1,64 0,27 5
I norm. Control 0,75 0,18 17

100mV _ 0,689
| norm. Experimental 1,16 0,17 5
I norm. Control 0,59 0,13 17

80mV _ 0,422
I norm. Experimental 0,93 0,45 5
I norm. Control 0,51 0,11 17

60mvV _ 0,044
| norm. Experimental 0,61 0,12 5
I norm. Control 0,33 0,10 17

40mV _ 0,424
I norm. Experimental 0,45 0,25 5
I norm. Control -0,40 0,06 17

-60mVv _ 0,050
I norm. Experimental -0,89 0,15 5
I norm. Control -0,54 0,24 17

-80mV _ 0,012
I norm. Experimental -1,33 0,16 4
I norm. Control -0,71 0,05 17

-100mV _ 0,029
I norm. Experimental -1,59 0,24 4
I norm. Control -0,72 0,41 17

-120mV _ 0,019
I norm. Experimental -1,93 0,23 3
I norm. Control -0,83 0,44 16

-140mV _ 0,027
I norm. Experimental -2,58 0,31 3
I norm. Control -1,30 0,53 16

-160mV _ 0,005
I norm. Experimental -2,96 0,21 3
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Efecto de 1,5mM ATP-Mg sobre la permeabilidad del Intercambiador K*/Ca**

Posterior al estudio de 1ImM de ATP-Mg sobre la permeabilidad del intercambiador, se agregaron
0,5mM de ATP a la cAmara a fin de obtener una concentracion final de 1,5mM de ATP-Mg. Al aplicar el
protocolo INST se obtuvo la grafica 34, en donde se observa que la permeabilidad en el modo de salida de
K* es igual que la permeabilidad en presencia de menores concentraciones de ATP-Mg (0,115mV™);
mientras que en el modo de entrada de K* la permeabilidad es superior a la registrada con 0,5y 1mM de

ATP (0,0223mV™), ya que aumenta en 197,33% respecto a la pendiente en la condicién control.

+ control

80 100 120 140 160 1,5mM

Potencial de
Membrana (mV)

4160 -140 -120 -100 ? g0 —Ao—3b
I

A

! 2 1
-2,5
3
3,5 ]
. Corriente
L -4 Normalizada

Figura 34. 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 en azul (¢) representan la condicién control (n=17).
Los puntos en naranja (¢) representan la condicion experimental (n=5). Barras de error estandar. En la
condicion experimental la pendiente en el modo de entrada de K* es mayor que la pendiente en el modo de
salida de K.
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El tratamiento estadistico aplicado a los datos reportados anteriormente se encuentran
representados en la Tabla 10, es posible observar que, al igual que en la condicién experimental anterior,
las diferencias fueron significativas en potenciales de membrana negativos, mientras que a potenciales

positivos (modo de salida de K*) no hubo diferencias significativas.

Tabla 10. Resultados estadisticos obtenidos al aplicar la prueba de Mann-Whitney en la condicion de
1,5mM ATP con el protocolo INST. Las diferencias son significativas con p < 0,05.

Curvas INST 1,5 mM ATP-Mg

Medias D. E. n p

I norm. Control 1,65 0,37 16

160mV _ 0,287
I norm. Experimental 1,95 0,40 4
I norm. Control 1,15 0,28 17

140mV _ 0,193
I norm. Experimental 1,73 0,28 4
I norm. Control 0,75 0,18 17

100mV _ 0,689
I norm. Experimental 1,10 0,50 5
I norm. Control 0,59 0,13 17

80mV _ 0,0264
| norm. Experimental 0,79 0,47 5
I norm. Control 0,51 0,11 17

60mV _ 0,179
| norm. Experimental 0,64 0,28 5
I norm. Control 0,33 0,10 17

40mV _ 0,372
| norm. Experimental 0,41 0,18 5
I norm. Control -0,20 0,29 17

-40mV _ 0,042
| norm. Experimental -0,59 0,13 5
I norm. Control -0,40 0,06 17

-60mV _ 0,028
I norm. Experimental -1,26 0,21 4
I norm. Control -0,54 0,24 17

-80mV _ 0,047
| norm. Experimental -1,64 0,16 4
I norm. Control -0,71 0,05 17

-100mV _ 0,041
| norm. Experimental -2,20 0,34 3
I norm. Control -0,72 0,41 17

-120mV _ 0,019
I norm. Experimental -2,75 0,17 3
I norm. Control -0,83 0,44 16

-140mV _ 0,038
| norm. Experimental -3,10 0,31 3
I norm. Control -1,30 0,53 16

-160mV _ 0,007
| norm. Experimental -3,76 0,22 3
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Efecto de 2mM ATP-Mg sobre la permeabilidad del Intercambiador K*/Ca**

Luego de evaluar el efecto de 1,5mM de ATP-Mg sobre la permeabilidad del intercambiador, se
agregaron 0,5mM maés de ATP-Mg a la cdmara, alcanzando una concentracion de 2mM ATP-Mg en el
interior celular. En la gréafica 35 se encuentra representado el efecto de 2mM de ATP-Mg sobre la
permeabilidad del intercambiador en el modo de salida de K*, se observa que la pendiente aumenta en
presencia de ATP-Mg en un 40,23% respecto a la pendiente en condicién control (0,0122mV™). No
obstante, el valor de la pendiente es muy similar al de los valores calculados con concentraciones menores

de ATP-Mg.

No fue posible registrar las corrientes instantaneas del intercambiador en el modo de entrada de
K* con 2mM de ATP-Mg, debido a que las corrientes desarrolladas por el intercambiador, sobrepasaban la
capacidad de medicion del equipo, es por esta razén que s6lo se encuentran representados los valores de

corriente en el modo de salida de K.

3,5 -

2,5 -

2mm

Corriente Normalizada

0 T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Potencial de Membrana {(mV)

Figura 35. Relacion de Corriente Normalizada vs. Potencial de Membrana con 2mM ATP-Mg. Los datos
fueron obtenidos con el protocolo INST-B. Los puntos en azul (¢) representan la condicion control (n=17). Los
puntos en naranja (¢) representan la condicion experimental (n=4). Barras de error estandar. La permeabilidad

del intercambiador aumenta en presencia de ATP-Mg respecto a la pendiente en condicion control.
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En la tabla 11 se presentan los valores de p obtenidos al comparar las corrientes instantaneas en
presencia de 1mM de ATP-Mg con las corrientes instantaneas en la condicién control, se puede observar

que las diferencias son no significativas.

Tabla 11. Resultados estadisticos obtenidos al aplicar la prueba de Mann-Whitney en la condicion de

2mM ATP con el protocolo INST. Las diferencias son significativas con p < 0,05.

Curvas INST en el modo de salida de K*

2 mM ATP-Mg
Medias D. E. n p

I norm. Control 1,65 0,37 16

160mV _ 0,723
| norm. Experimental 2,08 0,60 3
I norm. Control 1,15 0,28 17

140mV _ 0,823
| norm. Experimental 1,68 0,58 4
I norm. Control 0,75 0,18 17

100mV _ 0,284
| norm. Experimental 1,25 0,25 4
I norm. Control 0,59 0,13 17

80mV _ 0,369
I norm. Experimental 0,92 0,44 4
I norm. Control 0,51 0,11 17

60mV _ 0,059
| norm. Experimental 0,80 0,46 4
I norm. Control 0,33 0,10 17

40mV _ 0,074
| norm. Experimental 0,51 0,31 4

En la Tabla 12 se encuentra, de forma resumida, el efecto del ATP-Mg sobre la permeabilidad del
intercambiador K*/Ca*". Se presentan las diferentes pendientes obtenidas al aplicar el protocolo INST en

presencia de 0; 0,5; 1; 1,5y 2mM de ATP-Mg.

Se observa que la pendiente en el modo de salida de K* aumenta en presencia de ATP-Mg, sin
embargo, no varia en el intervalo de concentraciones de ATP-Mg empleadas. Esto implica que el efecto
del ATP-Mg sobre la permeabilidad del intercambiador en el modo de salida de K* ya se ha alcanzado con
0,5mM de ATP-Mg, lo que quiere decir que la Km del mismo se encuentra en el orden de las decenas o

centenas de pM.
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Por otro lado, en el modo de entrada de K*, la pendiente aumente a medida que se eleva la
concentracion de ATP-Mg, sin alcanzar la saturacion en el intervalo de concentraciones usadas, esto
indica que la Km se encontraria en el orden de los mM, por lo menos un orden de magnitud mayor que la

Km para el modo de salida de K* (Tabla 12).

En la tabla 12 se presenta la relacion (Pendiente Vm+) / (Pendiente Vm-); se observa como la
relacion empieza en 1,16 en la condicion control y luego disminuye hasta llegar a 0,5 en presencia de
1,5mM de ATP. Esto indica que, en un inicio, la permeabilidad es ligeramente mayor en el modo de salida
de K"y que luego se invierte a medida que se aumenta la concentracion de ATP-Mg en el compartimiento

intracelular.

Tabla 12. Efecto del ATP-Mg sobre la permeabilidad del intercambiador K*/Ca?*.

Control 0,5mM 1ImM 1,5mM 2mM
Pendiente en el modo salida | ) g7 0,0119 0,0118 0,0115 0,0122
de K" (mV™)
Pendiente en el modo
entrada de K* (mV'l) 0,0075 0,0111 0,0174 0,0223 -
Relacion
pendiente modo salida K* 1,16 1,0721 0,6782 0,5157 )
Pendiente modo entrada K*

En la Tabla 13 se muestra el % de aumento de cada una de las pendientes obtenidas en
condiciones experimentales respecto a las obtenidas en la condicion control. En el modo de salida de K*
las pendientes varian entre un 32 y un 40% respecto a la condicion control, esto muestra claramente que el
hecho de aumentar la concentracion de ATP-Mg intracelular, en este intervalo de concentraciones, no
cambia la permeabilidad del intercambiador. Por otro lado, en el modo de entrada de K", la pendiente
aumenta en un 48% en presencia de 0,5mM de ATP-Mg y un 132 y 197% en presencia de 1 y 1,5mM

ATP, respectivamente.
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Tabla 13. % aumento de las pendientes en condiciones experimentales respecto a la
pendiente en condicién control.

0,5mM 1ImM 1,5mM 2mM
% Aumento pendiente en el
modo salida de K" respecto al 36,78 35,63 32,18 40,23
control
% Aumento pendiente en el
modo entrada de K" respecto 48 132 197,33 -
al control

Efecto del ATP-Mg?* sobre la Activacién del Intercambiador K*/Ca?®*

Para poder estudiar el efecto del ATP-Mg sobre el proceso de activacién del intercambiador, es
necesario comparar las corrientes obtenidas aplicando el protocolo | vs. V (corrientes totales) con las
corrientes obtenidas al aplicar el protocolo INST. Las corrientes obtenidas con el protocolo | vs. V poseen
una forma sigmoide respecto al potencial de membrana debido a la activacién del intercambiador la cual
es dependiente de voltaje; mientras que las corrientes instantdneas son lineales debido a que el
intercambiador ha sido activado previamente con un pulso activante; por lo que al medir las corrientes al
inicio del pulso de prueba, la activacién por potencial es igual para todas las condiciones. Al comparar
estas curvas, se observa que la diferencia entre ellas representa el proceso de activacion del

intercambiador y el efecto que el ATP-Mg tiene sobre éste en las diferentes condiciones estudiadas.

Como los experimentos en donde se evalla el efecto del ATP-Mg sobre las corrientes del
intercambiador y sobre su permeabilidad se hicieron por separado, se observé al comparar las curvas que
las corrientes totales eran mayores que las INST en algunos puntos. Estos errores debidos a la
comparacion entre los datos con unos controles que no provienen del mismo experimento, se corrigieron
normalizando los valores de | vs. V a £160mV a los valores de INST del mismo potencial, puesto que por
definicion, al usar como valor del pulso activante £160mV, los valores de corriente instantanea a £160mV
deben ser iguales a los valores de corriente desarrollados con el protocolo I vs. V en ese potencial. Por esta

razon, los valores de corriente a +£160mV son iguales a los valores de corriente instantanea.
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En la figura 36, se presentan las corrientes instantaneas en la condicion control, se observa que los
puntos forman una recta; mientras que los ajustes de las corrientes totales adoptan una forma sigmoidal
respecto al potencial. La diferencia observada entre las curvas se debe al proceso de activacion, el cual es

dependiente de potencial.

2,5
&
1,5 - &
*
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@
@
0,5 ¢ L 3
o ® @ INST
T T T T T T T T T * T T T T T T T T 1 "V
-180-160-140-120-100 -80 -60 -40 -20 20 40 60 80 100 120 140 160 180
@
* @ 0,5 4 Potencial de
* & Membrana {mV)
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® 2
3 1,5 -
Corriente
25 Normalizada

Figura 36. Relacion entre las curvas de corriente instantaneas normalizadas con las corrientes IV
normalizadas en condicién control. Los puntos en verde (¢) representan los datos obtenidos con el protocolo
INST en la condicion control (n=17). Los puntos en azul (¢) representan el ajuste de los datos obtenidos con

el protocolo | vs V en la condicién control (n=15). Barras de error estandar. Se observa que las corrientes
instantaneas forman una recta, mientras que las corrientes IV adoptan una forma sigmoidal, la diferencia entre

estas corrientes es la activacion dependiente de potencial del intercambiador.
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Efecto de 0,5mM ATP-Mg sobre la Activacion del Intercambiador K*/Ca®*

Se compararon las corrientes instantdneas INST con los ajustes realizados a las corrientes

obtenidas IV, ambos en presencia de 0,5mM ATP-Mg (Fig. 37). Se observé que las curvas de corrientes

totales comportan de forma muy similar a la observada en la condicion control ya que éstas mantienen su

forma sigmoidal respecto al potencial de membrana. La diferencia entre las curvas obtenidas con el

protocolo I vs. V y las instantaneas es muy similar a la observada en la condicion control.
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Figura 37. Relacion entre las curvas de corriente instantaneas con las corrientes totales con 0,5mM ATP-

Mg. Los puntos en verde (¢) representan los datos obtenidos con el protocolo INST en la condicién control

(n=7). Los puntos en rojo (¢) representan el ajuste de los datos obtenidos con el protocolo 1 vs V en la

condicion control (n=12). Barras de error estandar. Las corrientes instantdneas forman una recta, mientras

que las corrientes IV adoptan una forma sigmoidal, el comportamiento de las curvas es muy similar al

observado en la condicién control.
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Efecto de 1mM ATP-Mg sobre la Activacion del Intercambiador K*/Ca**

Al comparar las corrientes instantaneas con los ajustes de las corrientes totales en presencia de
1mM ATP se observa que las curvas de corrientes totales en el modo de salida de K* se asemejan a la
recta de las corrientes instantaneas (Fig. 38), lo que indica que el ATP-Mg tiene un efecto mas marcado

sobre el proceso de activacion del intercambiador K*/Ca®* en el modo de salida de K*.
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Figura 38. Relacidn entre las curvas de corriente instantaneas con las corrientes totales conlmM ATP-Mg.
Los puntos en verde (¢) representan los datos obtenidos con el protocolo INST en la condicién control
(n=5). Los puntos en morado (¢) representan el ajuste de los datos obtenidos con el protocolo | vs V en la
condicién control (n=6) con barras de error estandar. La diferencia entre las curvas de corrientes totales y las
instantaneas es menor que en la condicién control y que en presencia de 0,5mM ATP, presentando un efecto

mas marcado en el modo de salida de K.
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Efecto de 1,5mM ATP-Mg sobre la Activacion del Intercambiador K*/Ca®*

En la figura 39 se observa que la forma de las curvas de corrientes totales en el modo de salida de
K" se asemeja a la recta de las corrientes instantaneas, lo que implica que el ATP-Mg tiene un efecto sobre
la activacion del intercambiador. En el modo de entrada de K*, las corrientes totales tienden a acercase a

las corrientes instantaneas pero en menor proporcion que las corrientes a voltajes positivos.

-4
.

- 1 INST

-180-160 -140 -120 -100 -80 -60 -40 -20 20 40 60 &0 100 120 140 160 180

1 o 17 Potencial de
T Membrana (mV)

Corriente
-6 -/ Normalizada

Figura 39. Relacion entre las curvas de corriente instantaneas con las corrientes totales con 1,5mM ATP-
Mg. Los puntos en verde (¢) representan los datos obtenidos con el protocolo INST en la condicién control
(n=5). Los puntos en anaranjado (¢) representan el ajuste de los datos obtenidos con el protocolo I vs V en la
condicion control (n=5). Barras de error estdndar. 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 v aue en presencia de 1ImM ATP.
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Estos resultados indican que el efecto del ATP-Mg sobre la activacion del intercambiador K*/Ca

2+

es dosis dependiente y actGa en el modo de salida de K*. En la Tabla 14 se representan los porcentajes de

las corrientes totales respecto a las corrientes instantaneas a medida que se aumenta la concentracién de

ATP-Mg en la camara.

Tabla 14. Porcentajes de las corrientes IV respecto a las corrientes instantaneas en presencia de diferentes

concentraciones de ATP-Mg.

- 0,5mM ATP-M 1mM ATP-M 1,5mM ATP-M
mgrgt)errjalﬂzl(crir?V) Control (%) (%) ’ (%) ’ (%) ’

160 100 100 100 100

140 79,55 71,72 86,38 95,87

120 70,97 75,41 85,94 102,43
100 64,68 58,75 73,55 77,89

80 55,59 53,07 82,67 70,65

60 54,33 44,17 40,59 51,32

40 42,81 - - 72,29

-60 - - 37,08 22,94

-80 58,00 39,55 48,36 46,50
-100 57,78 56,47 59,87 50,54
-120 63,48 62,35 65,08 63,54
-140 68,36 74,46 79,41 82,89
-160 100 100 100 100
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Efecto del ATP-Mg?* sobre el Desarrollo Temporal de la Desactivacién del Intercambiador

K*/Ca*

Para estudiar el desarrollo temporal de la desactivacion del Intercambiador K*/Ca®* se ejecuto el
protocolo DEAC el cual consistié en aplicar dos pulsos idénticos de +160mV con un tiempo entre cada
pulso variable, desde 0 a 5500mseg en DEAC-A (potencial de membrana negativo) y desde 0 a 3000mseg

en DEAC-B (potencial de membrana positivo), en pasos de 500mseg.

De acuerdo a los resultados obtenidos al aplicar el protocolo DEAC-A, el intercambiador se

desactiva en el tiempo con una constante de tiempo “t”” de 2245,38mseg (Fig. 40).
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Figura 40. Relacion de Corriente Normalizada vs. Tiempo de desarrollo de la desactivacion en
condicién control. Los datos fueron obtenidos al aplicar el protocolo DEAC-A. Los puntos en
negro (m) representan la condicion control (n=17). La linea roja representa la linea de tendencia
exponencial (-). Barras de error estandar. La corriente decae de forma exponencial con el tiempo

con un t=2245,38mseg.
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Al aplicar el protocolo DEAC-B se obtuvo una curva que presenta un comportamiento similar al
obtenido con el protocolo DEAC-A, con una constante de tiempo t fue de 1021,15mseg (Fig. 41). Estos
resultados indican que la desactivacion del intercambiador K*/Ca®* es méas rapida a potenciales positivos,
ya que se puede observar que al aplicar el protocolo DEAC-B (Vm > 0) la corriente remanente a
3000mseg se encuentra cercana al 3% de la corriente inicial. Por otro lado, al aplicar el protocolo

DEAC-B la corriente tarda 5000mseg en alcanzar un 20% de la corriente inicial.
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Figura 41. Relacion de Amplitud Normalizada vs. Tiempo de desarrollo de la desactivacion en
condicién control. Los datos fueron obtenidos al aplicar el protocolo DEAC-B. Los puntos en
negro (m) representan la condicion control (N=17) la linea roja (-) representa la linea de tendencia
exponencial. Barras de error estandar. La corriente decae de forma exponencial, hasta los
3000mseg. 1=1021,15mseg.
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Efecto de 0,5mM ATP-Mg sobre el Desarrollo Temporal de la Desactivacion del Intercambiador K*/Ca*

Al aplicar el protocolo DEAC-A en presencia de 0,5mM de ATP-Mg se observd que el desarrollo
temporal de la desactivacion de las corrientes del intercambiador se mantuvo similar al presentado en la

condicion control con una t=2205,02mseg (Fig. 42)
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Figura 42. Relacion de Corriente Normalizada vs. Tiempo de desarrollo de la desactivacion con
0,5mM ATP-Mg. Los datos fueron obtenidos al aplicar el protocolo DEAC-A. Los puntos en negro
(m) representan la condicién control (n=17). Los puntos morados (m) la condicion experimental
(n=8). La linea roja (-) representa la linea de tendencia exponencial. Barras de error estandar. La

diferencia entre las tendencias es no significativa.

En la tabla 15 observamos el analisis estadistico de las corrientes reportadas en la figura 42. La
estadistica revela que las diferencias entre los valores de la corriente en condicion control y los valores de

la corriente después de agregar 0,5mM de ATP-Mg a la cdmara no son significativas.
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Tabla 15. Resultados estadisticos obtenidos al aplicar la prueba de Mann-Whitney en la condicion de

0,5mM ATP en el modo de entrada de K". Las diferencias son significativas con p < 0,05.

Desarrollo temporal de la desactivacion en el modo de entrada de K*
ATP-Mg 0,5mM.
Medias D. E. n p
I norm. Control 0,79 0,17 17
500ms - 0,351
I norm. Experimental 0,86 0,09 8
I norm. Control 0,68 0,18 17
1000ms . 0,573
I norm. Experimental 0,74 0,06 8
I norm. Control 0,58 0,19 17
1500ms - 0,749
I norm. Experimental 0,60 0,08 8
I norm. Control 0,51 0,20 17
2000ms _ 0,421
I norm. Experimental 0,58 0,09 8
I norm. Control 0,38 0,16 16
2500ms _ 0,325
I norm. Experimental 0,50 0,10 8
I norm. Control 0,32 0,15 16
3000ms _ 0,267
I norm. Experimental 0,44 0,11 8
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Al aplicar el protocolo DEAC-B se observa que el intercambiador se desactiva mas lento en
presencia de 0,5mM de ATP que en la condicidon control, el ajuste exponencial en la condicion

experimental presenta un 1= 1231,73mseg (Fig. 43).

Las diferencias entre los valores en la condicién control y en presencia de ATP-Mg son

significativas a partir de los 2000mseg (Tabla 16).
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Figura 43. Relacion de Corriente Normalizada vs. Tiempo de desarrollo de la desactivacién con 0,5mM ATP-
Mg. Los datos fueron obtenidos al aplicar el protocolo DEAC-B. Los puntos en negro (m) representan la
condicién control (n=17). Los puntos en morado (m) la condicidn experimental (n=9). La linea roja (-) representa
la linea de tendencia exponencial. Barras de error estandar. En presencia de ATP-Mgy en el modo de salida de

K*, el intercambiador se desactiva mas lento respecto al tiempo.
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Tabla 16. Resultados estadisticos obtenidos al aplicar la prueba de Mann-Whitney en la condicion de

0,5mM ATP en el modo de salida de K. Las diferencias son significativas con p < 0,05.

Desarrollo temporal de la desactivacion en el modo de salida de K™
ATP-Mg 0,5mM.
Medias D.E. n p

I norm. Control 0,52 0,13 17

500ms _ 0,733
I norm. Experimental 0,65 0,13 9
I norm. Control 0,31 0,12 17

1000ms _ 0,328
I norm. Experimental 0,49 0,12 9
I norm. Control 0,21 0,14 17

1500ms _ 0,127
I norm. Experimental 0,39 0,10 9
I norm. Control 0,16 0,11 17

2000ms ; 0,041
I norm. Experimental 0,37 0,11 9
I norm. Control 0,10 0,11 17

2500ms _ 0,024
I norm. Experimental 0,27 0,11 9
I norm. Control 0,04 0,07 17

3000ms : 0,050
I norm. Experimental 0,19 0,09 8
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Efecto de 1mM ATP-Mg sobre el Desarrollo Temporal de la Desactivacion del Intercambiador K*/Ca®*

Posterior a la evaluacion del efecto de 0,5mM de ATP-Mg sobre el desarrollo temporal de la
desactivacion del intercambiador se agregaron 0,5mM de ATP-Mg adicionales a la camara, de forma que
se alcanzd una concentracion de 1mM ATP-Mg. Se evalu6 el efecto de 1mM de ATP-Mg sobre el
desarrollo temporal de la desactivacion de este mecanismo en el modo de entrada de K* (potencial de
membrana negativo). Los resultados se encuentran reportados en la figura 44. Se realizd un ajuste
exponencial a los puntos obtenidos en la condicion experimental y el T obtenido fue muy similar al del
ajuste exponencial en la condicion control, lo que indica que las curvas son muy parecidas entre ellas; esto
concuerda con los resultados estadisticos representados en la tabla 17, en donde las diferencias entre los

datos en ambas condiciones no son significativas.
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Figura 44. Relacion de Corriente Normalizada vs. Tiempo con 1mM ATP-Mg. Los datos fueron obtenidos al

aplicar el protocolo DEAC-A. Los puntos en negro (m) representan la condicion control (n=17). Los puntos en

fucsia (m) la condicion experimental con 1ImM ATP-Mg (n=8). La linea roja (-) representa la linea de

tendencia exponencial. Barras de error estandar. La diferencia entre las tendencias no es significativa.
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Tabla 17. Resultados estadisticos obtenidos al aplicar la prueba de Mann-Whitney en la condicion de

1mM ATP en el modo de entrada de K. Las diferencias son significativas con p < 0,05.

Desarrollo temporal de la desactivacion en el modo de entrada de K*
ATP 1mM
Medias D. E. n p
I norm. Control 0,79 0,17 17
500ms _ 0,942
I norm. Experimental 0,80 0,13 8
I norm. Control 0,68 0,18 17
1000ms _ 0,942
I norm. Experimental 0,65 0,14 8
I norm. Control 0,58 0,19 17
1500ms . 0,942
I norm. Experimental 0,56 0,15 8
I norm. Control 0,51 0,20 17
2000ms _ 0,942
I norm. Experimental 0,51 0,16 8
I norm. Control 0,38 0,16 16
2500ms _ 0,583
I norm. Experimental 0,42 0,12 8
I norm. Control 0,32 0,15 16
3000ms _ 0,267
I norm. Experimental 0,39 0,11 8

Luego de evaluar el efecto de 1mM sobre el desarrollo temporal de la desactivacion del

intercambiador K*/Ca?* en el modo de entrada de K*, se evalué su efecto sobre el modo de salida de K*

(Fig. 45). Los resultados obtenidos mantienen la misma tendencia que se observé cuando se estudio el

efecto de 0,5mM de ATP-Mg sobre el desarrollo temporal de la desactivacion en el modo de salida de K,

ya que se obtuvo que 1=1224,01mseg la cual es muy similar a la reportado en presencia de 0,5mM ATP-

Mg. Los resultados estadisticos se presentan en la tabla 18, en donde se observa que las diferencias entre

los resultados son significativas en 2500 y 3000mseg.
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Figura 45. Relacion de Corriente Normalizada vs. Tiempo de desarrollo de la desactivacién con ImM ATP-Mg.
Los datos fueron obtenidos al aplicar el protocolo DEAC-B. Los puntos en negro (m) representan la condicion
control (n=17). Los puntos en fucsia (m) la condicion experimental (n=8). La linea roja (-) representa la linea de
tendencia exponencial. Barras de error estandar. En presencia de ATP y en el modo de salida de K*, el

intercambiador se desactiva més lento respecto al tiempo.
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Tabla 18. Resultados estadisticos obtenidos al aplicar la prueba de Mann-Whitney en la condicion de

1mM ATP en el modo de salida de K. Las diferencias son significativas con p < 0,05.

Desarrollo temporal de la desactivacion en el modo de salida de K*
ATP 1mM
Medias D. E. n P

I norm. Control 0,52 0,13 17

500ms _ 0,121
I norm. Experimental 0,67 0,14 9
I norm. Control 0,31 0,12 17

1000ms : 0,267
I norm. Experimental 0,43 0,17 9
I norm. Control 0,21 0,14 17

1500ms . 0,417
I norm. Experimental 0,30 0,16 9
I norm. Control 0,16 0,11 17

2000ms = 0,417
I norm. Experimental 0,24 0,18 9
I norm. Control 0,10 0,11 17

2500ms _ 0,045
I norm. Experimental 0,22 0,11 9
I norm. Control 0,04 0,07 17

3000ms _ 0,033
I norm. Experimental 0,18 0,11 8

En la Tabla 19 se muestra el efecto del ATP-Mg sobre el desarrollo temporal de la desactivacion

del intercambiador K*/Ca**. En el modo de salida de K* (potenciales positivos) el T aumenta, cerca de un

20%, en presencia de ATP-Mg; sin embargo, al aumentar la concentracion de ATP en el bafio, los valores

calculados de t se mantienen constantes, por lo que la saturacion del efecto ya se ha alcanzado a la

concentracion de 0,5mM de ATP-Mg. Aungue no se pudo calcular la Km con el intervalo de

concentraciones usadas, los resultados indican que el efecto sobre la desactivacion del intercambiador en

el modo de salida de K™ posee una Km alrededor de las decenas o centenas de uM.
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Interesantemente, cuando se evaludé el efecto del ATP-Mg sobre la desactivacion del

intercambiador en el modo de entrada de K no se observd ningln efecto, ya que los valores de t se

mantuvieron constantes al aumentar la concentracion de ATP-Mg.

Tabla 19. Efecto del ATP-Mg sobre el desarrollo temporal de la desactivacion del intercambiador
K*/Ca™".

Control 0,5mM 1mM
v en el modo de 1021.15 123173 122401
salida de K
7 en el modo de 2245 38 2205,62 2284.47
entrada de K* ’ ' ’
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DISCUSION

Efecto de la concentracion del ATP-Mg sobre las corrientes totales del Intercambiador

K*/Ca*

En los antecedentes se exponen diversas formas de regulacion de mecanismos de transporte de
membrana por parte del ATP-Mg. La modulacion por parte del ATP-Mg puede ser directa (uniéndose al
mecanismo) o puede ser indirecta (por medio de proteinas kinasas, por ejemplo). Debido a estas

evidencias se realizé el estudio del ATP-Mg sobre las corrientes del Intercambiador K*/Ca?".

Al aplicar el protocolo I vs. V en presencia de diferentes concentraciones se observé que las
corrientes desarrolladas incrementaban con la concentracion de ATP-Mg. También se observé que el
comportamiento registrado en la condicién control se invirti6 en presencia de ATP-Mg, ya que las
corrientes entrantes aumentaban en mayor proporcion que las corrientes salientes (Fig. 30), es decir, que el
efecto del ATP-Mg es diferente dependiendo del sentido de movimiento del K*, lo cual se tratara con

mayor detalle en las secciones siguientes.

Este comportamiento da una idea de cdmo el ATP-Mg puede estar afectando el intercambiador, ya
que se nota un mayor efecto en el modo de entrada de K*, lo que conlleva proponer la siguiente hipdtesis:
dentro de los parches de membrana usados para los experimentos pueden estar algunas proteinas kinasas
como una tirosin-kinasa, la cual es dependiente de ATP-Mg; esta kinasa podria fosforilar el
intercambiador K*/Ca®* bien sea en el sitio de union intracelular de los iones o en algin otro sitio del
intercambiador que también se encuentre del lado intracelular y que afecte el transporte de los iones a
través de la membrana. Este tipo de modulacion se ha reportado para la Banda 3 (Dekowski, Rybicki,

Drickamer, 1983).
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Por otro lado, también existe la posibilidad de que el ATP-Mg interactle directamente con el
intercambiador en uno 0 mas sitios de unién, como es el caso del transportador de glucosa GLUT1,

(Carruthers y Helgerson, 1989).

Dentro de estas posibilidades, se hace claro que la modulacion por parte del ATP-Mg ocurre desde
el lado intracelular del intercambiador y el hecho de que en presencia de 4mM de ATP-Mg, el
intercambiador no se encuentre saturado, indica que la modulacion de la actividad del intercambiador por
parte del ATP-Mg es de baja afinidad. Ademés, como se menciond anteriormente, estos resultados indican
gue el efecto del ATP-Mg es dependiente del flujo de los iones, ya que el comportamiento es distinto en

ambos sentidos de movimiento del K.

Efecto del ATP-Mg sobre la permeabilidad del Intercambiador K*/Ca?*

Para estudiar el efecto del ATP-Mg sobre la permeabilidad del intercambiador K*/Ca?* se empled
el protocolo INST. La construccién de los graficos a partir de los datos obtenidos con este protocolo,
permitié evaluar las variaciones en la permeabilidad del intercambiador producto de su interaccion con el
ATP-Mg; de ahi proviene la diferencia entre los graficos obtenidos con el protocolo INST y los obtenidos
con el protocolo | vs. V. Las curvas de las corrientes totales presentan una forma sigmoidal debido a su
dependencia de potencial para la activacion, mientras que las corrientes instantaneas forman rectas, ya que

la fase de activacion se elimina con un pulso activante previo al pulso de prueba.

La relacion entre las pendientes en el modo de salida de K* respecto al modo de entrada de K* en
cada una de las concentraciones de ATP-Mg empleadas, se encuentra en la Tabla 12 y se puede observar
cémo varia la relacién, de forma que en la condicién control es superior a 1, lo que significa que la
permeabilidad del intercambiador es mayor en el modo de salida de K*. Luego se observa que a medida

gue se aumenta la concentracion de ATP-Mg en el bafio, la relacion disminuye hasta alcanzar 0,5 en

79



presencia de 1,5mM de ATP-Mg; es decir, la pendiente de la recta en el modo de salida de K* es
aproximadamente el 50% de la pendiente en el modo de entrada de K* en esta condicion; esto indica que
la permeabilidad del intercambiador en presencia de 1,5mM de ATP-Mg en el modo de salida de K* es el
doble de la permeabilidad en el modo de salida de este i6n, lo cual es contrario a lo observado bajo la

condicién control.

También se observd que la permeabilidad del intercambiador es afectada de forma distinta
dependiendo de la direccion del flujo de K*. Cuando se observa el efecto del ATP-Mg sobre la
permeabilidad en el modo de salida de K*, se puede notar que la pendiente aumenta en presencia de ATP-
Mg, sin embargo a 0,5mM de ATP-Mg ya se ha saturado el mecanismo, esto indicio de la alta afinidad por
el ATP-Mg, por lo que la Km se debe encontrar en el orden de las decenas o centenas de uM. Ahora, en el
modo de entrada de K*, se observa que la pendiente aumenta con la concentracion de ATP-Mg y no se
satura con el intervalo de concentraciones de ATP-Mg usadas; esto denota la baja afinidad por el ATP e

implica que la Km estaria en el orden de las decenas o centenas de mM.

El hecho de que se observen efectos distintos sobre la permeabilidad en el modo de salida y en el
modo de entrada de K" indica que el efecto es dependiente de la direccion del flujo de K™ y esto a su vez
indica que podrian haber dos sitios de interaccién del ATP en el intercambiador: uno con una Km en el
orden de los uM que afecta la permeabilidad en el modo de entrada de K* y otro con una alta afinidad, en

el orden de los mM, que afecta la permeabilidad del intercambiador en el otro sentido de flujo de K.

Estos posibles sitios de interaccion del ATP los denominaremos “A”, al sitio de interaccion con
alta afinidad que aumenta la permeabilidad en el modo de salida de K* y “B” al sitio de interaccion con

baja afinidad que afecta la permeabilidad del intercambiador en el modo de entrada de K".

Por otro lado, es necesario recalcar que, como se mencion6 en un principio, la diferencia entre los
resultados obtenidos con el protocolo INST y con el protocolo | vs. V es que estos Gltimos reflejan tanto

los cambios sobre la permeabilidad, como los cambios sobre la activacion dependiente de voltaje del
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intercambiador. Dicho esto, al aplicar el protocolo | vs. V se observd que las corrientes aumentaban (en
ambos sentidos de movimiento de K*) a medida que la concentracion de ATP-Mg en el bafio
incrementaba, por lo que la diferencia observada entre el aumento de las corrientes totales y las corrientes
instantaneas puede atribuirse a un efecto del ATP-Mg sobre el mecanismo responsable de la activacion del

intercambiador.

Como el ATP-Mg fue agregado a la cdmara experimental, también se puede concluir que el ATP-
Mg actia desde el lado intracelular del intercambiador. Por otro lado, estas diferencias en los resultados

son evidencias de que el mecanismo de activacion es distinto de la permeabilidad del intercambiador.

Efecto del ATP-Mg?* sobre la Activacion del Intercambiador K*/Ca?*

Para evaluar el efecto del ATP-Mg sobre el proceso de activacion del intercambiador K*/Ca®* se
compararon las distintas curvas obtenidas con el protocolo | vs. V con las curvas de corrientes
instantaneas en cada una de las concentraciones de ATP-Mg empleadas. Se observé que, a medida que se
aumenta la concentracién de ATP-Mg, las corrientes totales se acercan a la recta de las corrientes
instantaneas, es decir, la curva de corrientes totales se aplana con el incremento de la concentracion de
ATP-Mg. Como se menciond anteriormente, la forma sigmoidea de las corrientes totales es producto de la
dependencia de potencial del intercambiador y el hecho de que la forma sigmoidea de estas curvas
disminuya, haciéndose cada vez mas recta en presencia de ATP-Mg, significa que éste tiene un efecto
sobre la activacion del intercambiador, por lo que se puede decir que el ATP-Mg disminuye la

dependencia de potencial de la activacion del intercambiador, en el modo de salida de K.

Estos resultados soportan lo observado en datos obtenidos con el protocolo | vs. V, ya que en

ambos se observa un aumento de las corrientes con la concentraciones de ATP-Mg usadas, sin embargo no
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se observa la saturacion del mecanismo, lo que indica que el posible sitio de union del ATP-Mg al

intercambiador posee una baja afinidad por esta molécula.

Interesantemente, al evaluar en conjunto el efecto del ATP-Mg sobre el proceso de activacion y
sobre el transporte (permeabilidad) del intercambiador, se observan dos efectos distintos: en cuanto a la
permeabilidad, el sitio de interaccion del ATP-Mg “A”, afecta el transporte con una alta afinidad en el
modo de salida de K™ y otro efecto en donde el sitio de interaccion “B” afecta la permeabilidad en el modo
de entrada de K" con una baja afinidad. Por el otro lado, se observa un efecto sobre el proceso de
activacion del intercambiador con una baja afinidad, muy marcado en el modo de K. Es posible que el
sitio de interaccion del ATP-Mg “B” que afecta la permeabilidad en el modo de entrada de K" sea el
mismo que afecta el proceso de activacion del intercambiador, mientras que el sitio de alta afinidad “A”
afecta solo la permeabilidad en el modo de salida de K*. Debido a que los efectos observados sobre la
activacion y sobre el transporte del intercambiador son distintos, se puede inferir que estos mecanismos se
encuentran separados dentro del mismo intercambiador y son afectados por distintos sitios de intercaccion

con el ATP-Mg.

Efecto del ATP-Mg* sobre el Desarrollo Temporal de la Desactivacion del Intercambiador

K*/Ca*

Al evaluar el efecto del ATP-Mg sobre el desarrollo temporal de la desactivacion del
intercambiador, se encontrd que el ATP-Mg aumenta el tiempo de desactivacion del intercambiador en el
modo de salida de K", este efecto se alcanzé 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 ser afectado por el sitio de interaccién “A” del ATP-Mg, ya que es el

sitio con la mayor afinidad por esta molécula. Luego, al evaluar el efecto del ATP-Mg sobre la
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desactivacion en el modo de entrada de K*, no se observé ningtin cambio en el tiempo de desactivacion

observado.

Al igual que en la permeabilidad, el efecto del ATP-Mg no es igual en los dos sentidos de
movimiento del K* y en este caso en particular se observa que en el modo de salida si hay un efecto,
mientras que en el otro sentido no lo hay, este resultado implica que el efecto es dependiente del sentido
de movimiento de K" y soporta la hipétesis de que los sitios de unién del ATP-Mg al intercambiador

afectan de distintas formas los diferentes procesos del intercambiador K*/Ca?".

A modo de resumen, se propone la existencia de dos sitios de interaccion con el ATP: el sitio A el
cual posee una alta afinidad (en el orden de las decenas o centenas de UM) que aumenta la permeabilidad
en el modo de salida de K" y el desarrollo temporal de la desactivacion del intercambiador en el modo de
salida de K*. El sitio B, el cual presenta una baja afinidad por el ATP y su Km debe encontrarse en el
orden de las decenas o centenas de mM, el cual aumenta la permeabilidad del intercambiador en el modo
de entrada de K* y que a su vez disminuye la dependencia de potencial de la activacion del intercambiador
en ambos sentidos de movimiento de K*. Estos sitios de interaccion pueden ser sitios de union del ATP al
intercambiador, o bien sitios en donde el intercambiador es fosforilado por una proteina kinasa (inserta en

la membrana).

Por otro lado, de acuerdo a las primeras evidencias reportadas sobre las corrientes del
intercambiador K*/Ca** (Romero, 2004), las curvas que se obtienen al aplicar el protocolo | vs. V
muestran que la corriente es mayor en el modo de entrada de K* (Fig. 7). No obstante, en los experimentos
realizados en este trabajo, se observo que las corrientes del intercambiador poseen una mayor amplitud en
el modo de salida de K* en la condicion control (Fig. 24). Estas diferencias podrian ser atribuidas a la
composicién de las soluciones usadas ya que en este estudio se usd6 Mg®" como componente de las
soluciones empleadas en los controles y en las condiciones experimentales. La composicién de las

soluciones puede variar el desarrollo de las corrientes del intercambiador dependiendo de la permeabilidad
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del mismo hacia los componentes del medio. Sin embargo, en estudios previos se demostrd que el
intercambiador K*/Ca?* es muy poco permeable al ion Mg (Matthes, 2005), por lo que el Mg no es el

causante de este comportamiento.

La gréafica construida luego de ejecutar el protocolo INST, permitié observar que la permeabilidad
del intercambiador K*/Ca?* es ligeramente menor en el modo de entrada de K* en la condicién control
(Fig. 31) lo que concuerda con los resultados obtenidos con la aplicacion del protocolo | vs. V bajo estas
mismas condiciones. Sin embargo, como se menciond anteriormente, se observé que el comportamiento
de las corrientes se invirtio en presencia de ATP-Mg, de forma que las corrientes entrantes fueron mayores

gue las corrientes salientes.

Existe la posibilidad de que los intercambiadores empleados en este estudio sean ligeramente
distintos de los usados anteriormente debido a variabilidad genética entre individuos, esto explicaria la
diferencia entre las corrientes observadas en este estudio respecto a lo antes reportado; dicha variabilidad,
podria variar la permeabilidad (siendo esta menor en el modo de entrada de K*), o podria afectar el
proceso de activacion del intercambiador y es por esta razon que se observa que la corriente desarrollada
es mayor en el modo de salida de K. Es interesante observar que esta diferencia observada es compensada
cuando el intercambiador funciona en presencia de ATP-Mg, ya que las corrientes en el modo de entrada
de K™ aumentan en mayor proporcion a las corrientes en el modo de salida, llegando a superarlas, de esta
forma, se podria pensar que en condiciones fisioldgicas la corriente de los intercambiadores usados en este
trabajo puedan llegar a desarrollarse como los intercambiadores empleados en los estudios reportados

anteriormente.

Ahora, al relacionar este efecto observado con la Hipotesis del K, propuesta en nuestro
laboratorio (Romero, 2004) se puede resaltar que: en condiciones fisioldgicas, el K* posee un gradiente
electroquimico hacia el exterior celular, mientras que el Ca®* presenta un gradiente electroquimico hacia el

interior celular, el cual es varios 6rdenes de magnitud mayor al del K*, por lo que el intercambiador
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K*/Ca** transporta Ca** hacia el interior celular durante el paso del eritrocito a través del capilar
sanguineo. Por otro lado, la concentracién de ATP-Mg en el eritrocito es cercana a 1,5mM, lo que indica
gue el intercambiador en condiciones fisiologicas deberia tener una conductancia mayor a la observada en

este estudio.

El ATP-Mg disminuye la dependencia de potencial de la activacion del intercambiador, por lo que
en condiciones fisioldgicas, cuando el eritrocito no esta en los capilares, se esperaria que el intercambiador
pase K* hacia el exterior celular, impulsado por el gran gradiente electroquimico del Ca** y por el efecto

del ATP-Mg sobre el intercambiador.

Por otro lado, el efecto del ATP-Mg sobre la desactivacion del intercambiador, indica que luego
de que el eritrocito abandona el capilar, el intercambiador podria continuar transportando Ca®* hacia el

interior en vez de desactivarse a la salida del capilar, como se propone en la hipotesis del K.
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CONCLUSIONES

e Al estudiar el efecto de la concentracion del ATP-Mg sobre las corrientes del intercambiador
K*/Ca?* se encontré que:
v’ Las corrientes totales aumentan con la concentracién de ATP-Mg.
v’ El efecto del ATP-Mg sobre las corrientes es dependiente de la direccion de flujo de K.
e La permeabilidad del intercambiador se ve afectada por el ATP-Mg de la siguiente forma:
v' El efecto en la permeabilidad del intercambiador en el modo de salida de K* debe poseer
una Km en el orden de las decenas o centenas de puM.
v El efecto sobre la permeabilidad del intercambiador en el modo de entrada de K* debe
presentar una Km en el orden de las decenas o centenas mM.
e EI ATP-Mg disminuye la dependencia de potencial de la activacion del intercambiador K*/Ca®* en
el modo de salida de K+, con una Km en el orden de decenas o centenas de mM.
e Se presentan evidencias de que los mecanismos de activacion y transporte son distintos.
e El ATP-Mg aumenta el tiempo de desactivacion del intercambiador en un 20% en el modo de
salida de K.
e Los mecanismos responsables de la activacién, desactivacion y transporte en el intercambiador
K*/Ca?* son susceptibles a modulacién por parte del ATP-Mg desde el lado intracelular.
e Se presentan las primeras evidencias de que existen dos sitios de interaccion con el ATP, uno con
baja afinidad con una Km en el orden de los mM vy otro sitio con alta afinidad, que presenta una
Km en el orden de los uM que afectan los mecanismos de activacién, desactivacién y transporte

de distintas formas.
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