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RESUMEN

El eritrocito humano (EH) es una célula altamente especializada en el transporte
de oxigeno que posee un pH intracelular de 7,2 y una vida media de 120 dias. La
elevacién de la concentracion del Ca* intracelular se ha asociado con la
senescencia del EH a pesar de que poco se conoce sobre las vias de influjo de Ca**
en la membrana de esta célula. En nuestro laboratorio se ha propuesto una
hipétesis (La hipdtesis del K*), en la que el paso del eritrocito por el capilar ocasiona
un estrés mecanico que aumenta la permeabilidad del K*. Esto despolariza la
membrana y activa al Intercambiador K*/Ca?* (voltaje-dependiente) que introduce
Ca” al EH. Utilizamos el T.U.G.O Patch Clamp para medir las corrientes generadas
por el intercambiador K*/Ca*?al realizar cambios de pH en el lado citoplasmatico a
6,7, 6,3 y 5,9. Los resultados obtenidos muestran que a pH mas acido, hay un
aumento en la magnitud de las corrientes cuando la direccion del K™ es saliente
mientras que cuando dicho ion entra, observamos una disminucién en la magnitud
de las corrientes. En cuanto a la desactivacion tenemos que a pH 6,7 el desarrollo
temporal es mas lento. Proponemos la existencia de mas de un residuo de Histidina
en la estructura de la proteina afectados por la variable pH que afectan el flujo de

K"
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INTRODUCCION

El eritrocito humano:

El eritrocito humano como modelo experimental ha estado presente en los mas
importantes avances de la fisiologia de membranas, debido a que posee
caracteristicas particulares que hacen de éste una de las células mas estudiadas en
la Biologia. Un eritrocito normal presenta una forma de disco bicéncavo capaz de
someterse a altas deformaciones manteniendo una superficie de area constante.
En la membrana plasmatica el contenido de proteinas es 49,2%, de lipidos totales
43,6% (32,5% de fosfolipidos y 11,1% de colesterol) y 7,2% de carbohidratos (Pennel,
1974 citado en Yawata, 2003). La mayoria de los fosfolipidos presentes poseen dos
cadenas de acidos grasos, en las cuales el estado de saturacién de cada una
determina el grado de fluidez de la membrana (Cooper, 1977 citado en Yawata,

2003).

La membrana plasmatica del eritrocito, ademéas de mantener la integridad y
funcionalidad de la célula, es especialmente importante, gracias a su particular
propiedad elastica la cual le permite soportar las fuerzas generadas al pasar por los
capilares. Estas particulares propiedades de elasticidad se pueden atribuir, adicional
a su alto contenido de fosfolipidos, a la presencia de la espectrina y un conjunto de

proteinas que unen esta proteina a la bicapa lipidica, como lo son la anquirina y el



intercambiador aniénico (banda 3) entre otros, generando la unién del
citoesqueleto de la célula a la membrana plasmatica. La formacion de estos
complejos, conforman un arreglo estructural que le permite a la célula soportar
grandes deformaciones sin sufrir dafios, pudiendo llevar a cabo su principal funcion

de transporte de oxigeno y diéxido de carbono (Alinovi, 2007).

La vida promedio de un eritrocito, humano, es de 120 dias en el sistema
circulatorio. Estas células presentan un area aproximada de 133 pm?y un volumen
de 87pm?®. Un eritrocito promedio tiene un didmetro de aproximadamente 8um,
presentando un anillo externo de 2,4um de espesor y en el centro 1lum. La forma
bicéncava del eritrocito asegura una mayor superficie de intercambio (Speralakis,

2001).

Cada eritrocito contiene aproximadamente 250 millones de moléculas de
hemoglobina, cada molécula esta conformada por 4 cadenas de globinas y 4
grupos hemo, estos grupos funcionales contiene un atomo de hierro (Fe™), la
union del O, se da de forma reversible con la proteina formando la oxihemoglobina
HbO,, esta union es muy débil y cedera cuando la presién parcial de O, disminuya, la
de CO, aumente y el pH sea méas bajo. Es en los capilares sanguineos bajo
condiciones fisiologicas normales, donde se dan dichas condiciones y ocurre el

intercambio gaseoso O,/CO,. El transporte de CO, hacia los pulmones es conocido
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por 3 vias: primero tenemos que aproximadamente el 8% del diéxido de carbono
permanece disuelto en la sangre, como segunda via tenemos que el 11% se une de
modo reversible a los grupos N-terminales de las valinas de las cadenas a y § de la
hemoglobina formando la carbaminohemoglobina (HbNHCOQ) y para la tercera via
tenemos un transporte de 81% del didxido de carbono como bicarbonato (HCO3)
formado a partir de la union del diéxido de carbono con agua, dando como
resultado &cido carbdnico el cual se separa de inmediato en bicarbonato y protones
(H") mediante la accion de la anhidrasa carbénica. El bicarbonato producido es
extraido del eritrocito mediante el complejo de Banda 3 que introduce cloruro en
contratransporte del bicarbonato, por otra parte los protones producidos son
amortiguados por la hemoglobina y esta reaccién de protonacién facilita la
liberacion de oxigeno, ya que al unirse el protén a la hemoglobina disminuye la
afinidad de ésta por el oxigeno a lo que se le conoce como “Efecto Bohr”. (Agre y

Parker, 1989).

Desde el punto de vista estructural los eritrocitos son las células més simples de
todas las células eucariotas, particularmente en mamiferos ya que, la ausencia de
organelos intracelulares los hacen un modelo clasico para el estudio de cémo los
iones, nutrientes y otros solutos atraviesan la membrana plasmatica. Sin embargo,
Lewy col. (1985) y de Murphy y col. (1987) reportan que en eritrocitos provenientes
de pacientes con anemia y en células obtenidas de individuos sanos, una elevada

concentracion de Ca* se encuentra secuestrado en vesiculas intracelulares,
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también Proverbio (1988) propone otro compartimiento conformado por un pool
de ATP de unas aproximadamente 500 a 600 moléculas unidas intrinsecamente a la

membrana de estas células.

El valor del pH de la sangre arterial humana (37°C) esta situado entre 7,37y 7,43.
Este dato corresponde al pH en plasma sanguineo (Thews, 1983). El pH intracelular
suele ser algo inferior al plasmatico, ya que el metabolismo de las células produce
acido, sobre todo H,COs. Segun los tipos de células, se ha calculado que el pH del
liquido intracelular oscila entre 6,0 y 7,4 (Guyton, 2001). Debido a los avances en las
técnicas de medicion del pH intracelular (pH;) se ha reportado que en la mayoria de
las células el pH;esta entre 6,8 y 7,2, con una notable excepcién para los eritrocitos.
Romero y Romero (2004) empleando gradientes discontinuos de percoll separando
las células livianas de las densas, reportan una diferencia en el pH; de eritrocitos
jovenesy viejos de 0,2 unidades mas basico para células viejas, es decir, para células

jovenes se reportd un pH; de 7.09+ 0.052 y para células viejas un pH;7.23+ 0.049.

En todas las células animales se observa un gradiente entre las concentraciones
i6nicas de los diferentes cationes, de igual forma ocurre en los eritrocitos
teniéndose para el ion Na® de 145-15mM, para el ion K* se tiene de 5-140mM desde
el exterior al interior celular respectivamente, en muchos tipos celulares se
mantiene muy similar esta distribucion ionica. (Alberts, 1994). El contenido de
calcio total intracelular es dos o tres 6rdenes de magnitud por debajo del

12



observado en otros tipos celulares, debido a la ausencia de organelos
intracelulares como mitocondrias o reticulo endoplasmatico. Se ha reportado que
gran parte del calcio total (70-90%) esta unido a residuos con carga negativa
ubicados en el interior de la membrana. Engelmann (1991) presenta un rango de
concentraciones totales de calcio entre 1,5 - 4uM, una pequeia cantidad del total
de calcio intracelular se encuentra de forma ionizada (Ca*?) oscilando entre 20 —
60nM, dicha concentracion se debe a un balance entre la salida de calcio en contra
de su gradiente quimico por la bomba Ca"ATPasa y la entrada de calcio mediante
canales y algunos otros mecanismos, como por ejemplo, el intercambiador K*/Ca*,
aun no caracterizado completamente. (Engelman, 1991; Romero y col, 1997). Para
el i6n cloruro que es de gran importancia en estas células, tenemos que la
concentracion intracelular es de 77mM y la concentracion extracelular es de 116mM
(Funder y Wieth, 1966 citado en Sperelakis, 2001), este i6n posee una conductancia
de al menos dos érdenes de magnitud mayor a la del idn potasio e i6n sodio, como
consecuencia el potencial de membrana del eritrocito se ubica con valor -11mV que

coincide con el potencial de equilibrio del idn cloruro (Agre y Parker, 1989).

Transportadores idnicos de membrana plasmatica reportados en los eritrocitos.

Cotransporte Na'/K*/CI"
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Dunham y col (1980) reportaron que el transporte pasivo de K dependiente de
ClI' también llamado transporte insensible a ouabaina, en eritrocitos humanos fue
inhibido en un 70% cuando fue sustituido extracelularmente el i6bn CI' por aniones
monovalentes permeables como propionato, acetato, metilsulfonato, nitrato,
ioduro y bromuro, esta inhibicion se ve anulada con un aumento en la
concentracion externa de CI. También observaron que se produce inhibicion del
mecanismo cuando se coloca en el medio furosamida, inhibidor del transporte de
K*, en presencia de Cl. Adicionalmente observaron una entrada de i6n Na’
dependiente de CI' que de igual forma fue inhibido al sustituir el CI" externo por
aniones monovalentes permeables. Los autores no dejan muy claro la relaciéon

entre estos tres iones.

Cotransporte K*/CI":

Dunham y col. (1980) reportaron un transporte pasivo de K' insensible a
ouabaina, el cual mostrd inhibicion al sustituir el ion CI', también se registro una
permeabilidad para aniones monovalentes, y en presencia de Furosamida se inhibio
el transporte pasivo de K'. Para descartar el intercambiador anionico, utilizaron
diferentes inhibidores especificos de éste y no observaron efectos inhibitorios, por
lo que proponen un posible transporte de K* dependiente de CI', que quizas podria

ser un cotransporte.
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Kaji (1986) estudia la modificacion del transporte de K’ inducido por
alteraciones en el volumen celular, observando que las concentraciones de Na'
extra e intracelular no afectan el flujo de K*, diferentes inhibidores del canal de K*
activado por Ca* incluyendo ouabaina los cuales no mostraron efecto. Sustituyen
el ién CI' por diferentes iones monovalentes (SCN, |, NO3;) donde observaron una
disminucién en el transporte de K, proponiendo un posible transporte de potasio

sensible al volumen celular, dependiente de Cl e independiente de Na®.

Ellory y Hall (1986a) reportan un estudio en el cual realizan observaciones sobre
el efecto de altas presiones hidrostaticas en el transporte pasivo de cationes (K",
Rb*, Na’, Cs") insensible a ouabaina, bumetanida y EGTA en eritrocitos humanos a
los cuales se les alterd el volumen celular. Bajo estas condiciones, el transporte de
K* se vio incrementado cuando el volumen celular fue mayor en eritrocitos
expuestos a altas presiones. En dicho trabajo también se realizo la sustitucion de
ion CI' por CH3S04 en el medio observando una disminucion en el transporte de K
hacia el exterior celular en presencia de altas presiones hidrostaticas, con este
resultado proponen que los cambios evidenciados en la forma del eritrocito a altas
presiones hidrostaticas, estan asociados con el mecanismo K'/CI' sensible a

variaciones de volumen en eritrocitos.

El mismo afio estos autores publican otro trabajo (Ellory y Hall, 1986b), en el
cual realizan una separacion de eritrocitos jovenes de eritrocitos viejos basados en
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sus densidades, observando que a volumenes y presiones normales en las células
jovenes presentaban una entrada pasiva de K* dependiente de CI que en las células
maduras no estaba presente, sugiriendo que en células jovenes este mecanismo

esta funcionalmente activo y se va ocultando con la maduracion celular.

Intercambiador Na*/H":

Canessa y Escobales (1986) reportan evidencias de la existencia de un
transporte de Na® resistente a ouabaina y bumetanida en eritrocitos humanos, en el
cual al variar el pH interno (6.4, 7.0y 7.8) y el pH externo (6.0, 7.0, 8.0) midieron el
efecto de dicho cambio sobre el flujo de Na’, teniendo que a pH intracelular acido
(6.4) y pH extracelular entre 6.0 a 8.0 y en presencia de amilorida se observé un
bloqueo de la entrada de Na' del 60%. También observaron que al eliminar el
gradiente de pH, por ejemplo con pH intracelular 6.4 y pH extracelular 6, la
inhibicién para la entrada de Na' fue de 0,15+0,16mM.hr mientras que para el caso
de pH 7 y 8 la inhibicion fue total. Por otro lado, en ausencia de un gradiente
quimico para el Na* se genera un gradiente pasivo de H* hacia el exterior celular,
suprimido a pH 6.0, proponiendo a los H* como la fuerza que genera el
funcionamiento de este intercambiador. Estos resultados son consistentes con la
presencia de un mecanismo intercambiador Na'/H* sensible a amilorida en

eritrocitos humanos.

16



Se ha relacionado la hiperactividad de este mecanismo con patologias como
hipertensién, donde se ha observado sobreexpresion de este intercambiador
(Canessa, 1991). Por otra parte, al estimular con insulina dicho intercambiador, se
observo una disminucion en la afinidad por el Na* sin realizar cambios en la
afinidad por los H', los autores proponen que dicha hormona incrementa la

fosforilacion de los residuos serin-treonina (Pontremoli y col, 1994).

Intercambiador HCO3/ CI

El intercambiador aniénico banda 3 como también se le conoce a este
mecanismo, es la principal proteina integral de membrana de los eritrocitos,
conformada por tres (3) dominios: un dominio transmembrana que transporta CI
hacia el interior celular y bicarbonato (HCO3) hacia el exterior celular, un pequefio
dominio C-terminal citoplasméatico capaz de unir anhidrasa carbdnica I,
constituyendo un complejo metabdlico que permite la formacion de bicarbonato y
un domino N-terminal citoplasméatico capaz de unir enzimas glicoliticas vy
hemoglobina. Este intercambiador posee dos funciones principales: la primera de
ellas juega un papel muy importante en el proceso de intercambio gaseoso, como
el encargado principal de transportar hacia el exterior celular HCO3; formado
mediante el proceso de respiraciéon y la segunda, esta relacionada con su unién a
diferentes proteinas del citoesqueleto del eritrocito que mantienen la integridad de

esta célula, ain cuando esté expuesta a fuertes fuerzas en su paso por el sistema
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circulatorio, esta proteina de membrana mantiene el equilibrio osmotico del

eritrocito (Alinoviy col, 2007).

Na*-K* ATPasa:

Asi como en todas las membranas plasmaticas de la gran mayoria de las células
animales, en las membranas plasmaticas de los eritrocitos humanos también esta
presente la bomba Na'/K*, como su nombre lo indica hidroliza ATP y con dicha
energia transporta en contra de su gradiente tres iones Na* hacia el exterior celular
y dos iones K* hacia el interior celular. En fantasmas de eritrocitos humanos
Dunham y Glynn (1961) observaron que la actividad de la bomba esta constituida
por dos componentes, el primer componente necesita la presencia de iones Mgy
no se ve inhibida por glicésidos cardiacos, mientras que el segundo componente
necesita la presencia de Mg®, iones K* y Na* y es inhibido por glicésidos cardiacos,
adicionalmente se ve inhibido por Ca**en bajas y altas concentraciones. Los autores
proponen que esté Gltimo compite con el Mg También evaluaron el efecto de
cambios de pH, donde a pH é&cidos se observa una notable disminucién de la
actividad. Aflos mas tarde se demostré que el efecto inhibitorio por ouabaina o
estrofantidina, se debe a que actua solo en la superficie exterior de la membrana

plasmatica del eritrocito (Agre y Parker, 1989).

Canal de K* activado por Ca*? o Canal Gardos:
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Los reportes iniciales sobre una salida de K* dependiente de Ca*? en eritrocitos
fueron presentados por Gardos en 1958, revelando posteriormente que se trata de
una proteina de membrana especifica para K', denominado en su honor canal
Gardos. Se establecieron varios criterios para certificar que los flujos por el canal
Gardos son de K*, entre ellos: la alta selectividad de K" sobre Na'; la inhibicion por
drogas especificas como clotrimazol presentando inhibicion en ausencia de K
extracelular; también el requerimiento de Ca*? intracelular y que el canal presente
una conductancia de aproximadamente 20pS. Posteriormente diferentes
investigadores sugirieron la existencia de varios sitios de union por la cara interna
del canal, los cuales unen Ca*?. Simons (Simons, 1976 citado en Maher and Kuchel,
2003) realizando cambios en los cationes divalentes, como del i6n Mg* el cual
actia como un antagonista del Ca*?, adicionalmente observé transporte de i6n Rb*
y posiblemente Cs’; la inhibicién de Na" es intracelular sugiriendo competencia con
K*. Yingst y Hoffman (Yingst y Hoffman, 1984 citado en Maher y Kuchel, 2003)
determinan la concentracién de Ca*? intracelular necesaria para activar el canal (2-

3uM).

En conclusién, desde la primera descripcién del canal se sabe que el Ca* es un
requisito para la activacion del canal, diferentes pruebas se han realizado de
nuevos componentes que aumenten la actividad del canal y en todas se necesita la
presencia de Ca*? para que se dé el flujo de K*. La activacion del canal viene dada

por la coordinacién de diferentes sefiales intracelulares y el Ca*. Adicionalmente se
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ha observado que en presencia de prostaglandinas (PGE) y Ca*? hay activacion del

canal (Maher y Kuchel, 2002).

Canal de presion

Romero y Romero (2004) observan la presencia de un canal sensible a estrés
mecanico en la membrana del eritrocito humano, el cual denominan Canal de K*
mecanosensible de eritrocitos humanos (Human Erytrocyte Mechanosensitive K
Channel 1, HEMKC1), dicho canal es permeable a K*. Entre las caracteristicas del
canal los autores identifican que posee una permeabilidad entre 22 y 28pS; es 100
veces mas permeable a K* que a Na*; parece no ser permeable a Ca*?; es bloqueado
por Ba™ y por Gd*; la probabilidad de apertura (Po) aumenta al aplicar presién
sobre la membrana y el efecto de la presion sobre la membrana es reversible.
Cuando se modifican las caracteristicas geométricas de la membrana, con la
insercion de fosfolipidos que poseen una sola cadena alifatica con una forma similar
a un cono, el cual se inserta de forma invertida a la forma de la membrana, se
observa que la Po se ve disminuida. Por otra parte, realizaron la insercion de
compuestos anfipaticos, en este caso clorpromazina utilizado como inhibidor de
canales mecanosensibles en mamiferos, el resultado que obtuvieron fue diferente,
ya que al aumentar la concentracion del compuesto en la membrana la Po se vio
aumentada. El canal depende de la concentracién intracelular del Ca™ aun a
concentraciones tan bajas como las presentes en una célula fisiolégicamente activa

teniendo una afinidad muy alta por este ion.
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Senescencia del eritrocito:

En la mayoria de las células la apoptosis es un proceso complejo multifactorial y
en ultimo grado regulado genéticamente, pero en el caso de los eritrocitos, que
son células que no poseen material genético, donde la apoptosis clasica no existe,
se plantea que este proceso esta ligado a un proceso ciclico. Se ha observado una
relacion logaritmica entre la vida media de los eritrocitos de diferentes especies de
mamiferos y su respectiva frecuencia cardiaca (Romero, 2008), siendo un fuerte
indicio la aparente relacién entre el control de la vida media del eritrocito humano y
algun fenémeno asociado al sistema circulatorio, como seria el estrés mecanico
que se genera al pasar por lo capilares sanguineos. Aunque no se conoce con
exactitud cdmo se da el proceso de senescencia en los eritrocitos, numerosos
estudios realizados proponen que estd relacionando con un aumento en la
concentracién de Ca* intracelular, Romero y col (1997) realizando una separacion
en gradientes de densidad, reportaron un aumento de 3 veces en la concentracion
de Ca' intracelular en eritrocitos densos (viejos), teniendo que para eritrocitos
ligeros la concentracién (8,4 + 2,8nM) vy en eritrocitos densos (31,2 + 13nM). Este
aumento de Ca’* en los glébulos rojos podria venir dado por alguna modificacién o
alteracion de los mecanismos implicados en el mantenimiento de las
concentraciones intracelulares de este ion, asi por ejemplo Romero y Romero

(1997) han encontrado que los pardmetros cinéticos de la Bomba de Ca** son
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afectados por la edad, en donde la capacidad maxima de transporte de este i6n

disminuye a la mitad en células viejas.

Para poder explicar la entrada del i6n calcio al interior celular del eritrocito se
han planteado varias hipotesis. En la hipotesis clasica se propone que el aumento
en la concentracion de Ca®* intracelular a medida que el glébulo rojo envejece es
debido a la exposicion del eritrocito a un estrés mecanico, el cual activa canales
mecanosensibles lo cual permite la entrada de Ca*" a los eritrocitos a nivel de los
capilares, este aumento de Ca®* produce la activacién de un canal de K* activado
por Ca** (Canal Gardos), la correspondiente salida de K* de la célula es acompafiada
de una salida de CI', obligando la salida de H,O produciendo la deshidratacion de la
célula asociada al envejecimiento, estas células menos flexibles, podrian ser
atrapadas a nivel esplénico y retiradas del sistema circulatorio. En afios recientes
nuestro laboratorio ha propuesto la llamada hipotesis del K*, en ella se plantea que
el estrés mecéanico a nivel de los capilares activa un canal de K*, generando una
hiperpolarizacién de la membrana y dicho cambio a su vez produce la activacion del
intercambiador K*/Ca*?, el cual genera la entrada de Ca* y la salida de K* de la
célula. Toda la hipdtesis del K* esta basada en que mediante el uso del método del
T.U.G.O Patch Clamp, se observé la presencia de un canal sensible a presion en la
membrana del eritrocito, dicho canal correspondia a un canal de K* y no de Ca™
como se habia propuesto en la bibliografia, al igual que un nuevo mecanismo que

serfa el responsable de la entrada de Ca*, este es nombrado intercambiador K*/Ca".
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Lo que propone esta hipGtesis es que al hiperpolarizar la membrana y activarse el
Intercambiador K*/Ca*" activando la entrada de Ca® y la salida de agua, cuando la
célula sale del capilar sanguineos los mecanismos se desactivan permitiendo que el
eritrocito regrese a su estado inicial, debido a que este proceso es ciclico aumenta
paulatinamente la concentracién de Ca®* intracelular, originando activacién de las
calpainas, afectando asf la actividad de la Ca’**ATPasas disminuyendo su capacidad
de extraer Ca’* de la célula. Estos efectos son acumulativos y generan un influjo de

Ca”, llevando la célula a la muerte y retiro de la circulacién (Romero, 2004).

ANTECEDENTES

Mediante la utilizacién del T.U.G.O. Patch Clamp en nuestro laboratorio Romero
y Romero (2004) observaron en eritrocitos humanos la presencia de corrientes Imic
gue poseen caracteristicas cinéticas que depende del potencial y que tales
caracteristicas serian una rapida activacion y una lenta inactivacion o decremento a

potenciales positivos y una activacion compleja y muy lenta a potenciales
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negativos. Observaron que dichas corrientes no estadn activas a potenciales de
reposo del Eritrocito Humano y que son generadas por un mecanismo de contra-
transporte electrogénico al cual denominaron Intercambiador de Ca'?/K’, este
mecanismo es capaz de mover tanto el Ca* como el K* en cualquier sentido a
través de la membrana, la corriente es transportada por el movimiento de K, en
condiciones fisiologicas el intercambiador introduce Ca* y saca K* al exterior.

(Romero y Romero, 2004).

Matthes (2005) realiz6 una caracterizacién parcial del intercambiador K*/Ca* en
la cual se estudid la estequiometria del mecanismo, donde obtuvo que el
intercambiador posee una estequiometria de 12:1, es decir, 12 iones K contra 1 ién
Ca*" debido a este resultado supone que podrian ser originadas por la suma de
distintas vias de paso para el K*. Adicionalmente estudié también el efecto de iones
mono Y divalentes sobre las corrientes del intercambiador, para el caso de los iones
monovalentes se estudiaron los iones Rb* y Cs* obteniendo que el intercambiador
es impermeable al Cs* y permeable al Rb+ aunque este Gltimo es 2,5 veces menos
permeable que el K. Con estos resultados se propone una secuencia de
permeabilidad de K*> Rb*>>>Cs". Para los iones divalentes se estudiaron los iones
Mg*?y Zn*?, observandose que el intercambiador es permeable a ambos iones, en el
caso del Mg*? es 850veces menos permeable que el Ca*y para el Zn*? no se pudo

determinar la relacion de permeabilidad.
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Forsyth (2006) estudio el efecto de implantar gradientes de Na’ sobre las
corrientes del intercambiador, partiendo de una solucién normal en la cual no
existian gradiente, cambio a una solucién en la cual la proporcion fue 2:1 para el
gradiente , es decir, la concentracion extracelular de Na“ (solucién de la pipeta) era
dos veces mayor a la concentracion intracelular de Na* (solucion del bafio), una de

100:1, una de 1000:1, una de 10000:1y una en la cual el gradiente era infinito.

Encontré que el iébn Na' no tiene ningin efecto sobre las corrientes del
intercambiador, una vez normalizadas las corrientes a un valor de +120mV la
tendencia es similar y no existe una diferencia significativa estadisticamente ya que
los puntos observados en la diferentes condiciones experimentales estan dentro
del rango de la desviacion estandar. Adicionalmente caracterizaron parcialmente la
cinética del intercambiador, observaron que al eliminar la dependencia del

potencial de activacion las corrientes Iy presentan un comportamiento 6hmico.

25



12

i

A —
o2 \,Xi

I:I T T T T T T
a 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Tiempo de separacion entre los pulsos {ms)

|4 ] | Nermalizado

Fig. L.- Relacion Al normalizada vs tiempo de separacion entre pulsos, para las
corrientes obtenidas de experimentos en condiciones simétricas con la solucion normal,
potenciales positivos (rojo) y potenciales negativos (azul). (Tomado de Forsyth, 2006)

En la fig. 1 teniendo en ambos lados de la membrana una solucion que se
definié como normal, lo cual permitié tener simetria de ambos lados, observo que
la desactivacion de las corrientes Iy desarrolladas a potenciales de membrana
positivos y negativos, presentan una dependencia exponencial del tiempo y que el
tiempo de desactivacion de las corrientes es mas corto para potenciales negativos
gue para potenciales positivos, es decir la pérdida de corriente aumenta con el
tiempo de separacion entre el pulso activante y el pulso prueba a potenciales

positivos siendo més lenta que a potenciales negativos (Forsyth, 2006).
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Galue (2007) estudio el efecto del estrés oxidativo sobre las corrientes del
intercambiador K*/Ca*, determiné que esté causa disminucién en la magnitud de
las corrientes, la cual es dependiente de la concentracion del agente oxidante, a
mayor concentracion mayor es la disminucion de las corrientes, se utilizaron

concentraciones desde 1uM hasta ImM de ambos oxidantes.

50 100 150 200

| (normalizada)

—@— Control
—O— 1 mM t-BHP

-3 -
Potencial de Membrana (mV)

Figura 2. Relacion Corriente normalizada vs. Potencial de membrana. En negro,
promedio de las corrientes obtenidas en condicion control aplicando protocolo IV. En
rojo, promedio de las corrientes obtenidas después de exponer el patch de membrana a
10 minutos de t-BHP 1 mM. (Tomado de Galue, 2007)

El t-BHP tiene un mayor efecto sobre las corrientes generadas a potenciales
negativos que sobre las corrientes generadas a potenciales positivos, mientras que
el H,0, tiene un efecto mayor sobre las corrientes generadas a potenciales

positivos que sobre las corrientes generadas a potenciales negativos.
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Figura 3. Relacion Corriente normalizada vs. Potencial de membrana. En negro,
promedio de las corrientes obtenidas en condicion control aplicando protocolo IV. En
rojo, promedio de las corrientes obtenidas después de exponer el patch de membrana a
10 minutos de H,0,1 mM. (Tomado de Galue 2007)

En cuanto al efecto sobre el desarrollo temporal de la desactivacién de las
corrientes Imic no se observé cambio. El efecto sobre las corrientes Imic se vio
relacionado con el tiempo de exposicion al agente oxidante, siendo los primeros
minutos de exposicion cuando se logra el mayor efecto. El T-BHP éxido en ambos
lados de la membrana mientras que el H,O ; tuvo efecto oxidativo Unicamente en el

interior de la membrana.

Cambios en el pH intracelular regula un amplio nimero de proceso celulares

como el crecimiento, la proliferacion, migracién y transformacion celular. Sin
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embargo, aun es limitado el conocimiento de como cambios en el pH afectan la
conformacién de proteinas y el ensamblaje de macromoléculas que conducen a
diferentes procesos celulares. Por ejemplo, una disminucién en el pH citosélico
promueve la apoptosis dependiente de la ruta de las caspasas, pequeias

variaciones del pH intracelular induce drasticas diferencias en el entorno celular.

El pH es una de las propiedades mas importantes en fluidos biol6gicos. Un
clasico ejemplo de como el pH tiene una funcién reguladora en algunas proteinas,
es como cambios de pH conducen a cambios en la afinidad de la hemoglobina por
el oxigeno, los protones inducen una regulacion alostérica en la proteina, teniendo
un efecto directo sobre el puente salino formado entre un residuo de His y otro de
Asp; en presencia de un aumento de pH el residuo de His es desprotonado

modificando las interacciones electrostaticas (Barber y col, 2007).

Alonso y col (1993) observan que en presencia de una disminucién del pH
celular en eritrocitos, se incrementa la actividad del intercambiador Na'/H* en
pacientes hipertensos. Adicionalmente observan una hiperactividad del
intercambiador anionico CI/HCO3 asociado con una disminucién en el pH celular de
eritrocitos en un sub grupo de los pacientes a los cuales se les practico el estudio,

en su mayoria hipertensos.
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De Carvalho-Alves y col (1993) observan que en ausencia de activadores, la
afinidad por el Ca™ de la Ca*’ATPasa de eritrocitos es incrementada en presencia de
pH alcalino (pH 8) a pesar de que su velocidad maxima es disminuida, los autores
proponen que una posible explicacion de este efecto seria la desprotonacion de
alglin aminoécido de la bomba o la interaccién entre el péptido auto-inhibitorio que

une calmodulina y el dominio de control de unién de Ca*.

Libera y col (1997) sugieren que el pH intracelular en un intervalo de 7,4 a 5,8
afecta el movimiento de aminofosfolipidos del lado interno de la membrana del
eritrocito mediado por flipasas, mientras que cambios en un rango de 7,4 a 8,5 no
afectaron la actividad de la proteina. En su hipétesis plantean posibles razones de
este efecto como: un cambio de pH podria afectar el nimero de sitios de union
disponibles de fosfolipidos, la protonacion de aminoacidos ionizables de la proteina
modulan la afinidad de los sitios de union del ATP o de los fosfolipidos, afectando
directamente la conformacién de la proteina ya que cambios en unos pocos

residuos podria generar disminucion en la estabilidad de la proteina nativa.

Estos ejemplos como muchos otros, evidencian que cambios en el pH
intracelular afecta el funcionamiento de los componentes de la membrana. Es por
esta razon que en este trabajo, planteamos estudiar el efecto que puede generar el

pH sobre las corrientes del intercambiador K*/ Ca®* del eritrocito humano.
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OBJETIVOS

Objetivo General:

e Estudiar el efecto del cambio de pH intracelular sobre las corrientes del

Intercambiador K*/Ca® de eritrocitos humanos
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Objetivos Especificos:

e  Estudiar el efecto sobre la amplitud de las corrientes del Intercambiador

K*/Ca®* al establecer gradientes de protones (H*) del interior al exterior celular.

o Estudiar el efecto del pH sobre las corrientes Instantaneas del Intercambiador

K*/Ca?.

e Determinar el efecto del pH sobre el desarrollo temporal de la desactivacion

de las corrientes del Intercambiador K*/Ca®".

e Determinar el efecto del pH sobre la dependencia de potencial de la activaciéon

de las corrientes del Intercambiador K*/Ca®".

MATERIALES Y METODOS

Material Biolégico:

Se utilizaron eritrocitos sanos, que se obtuvieron por puncion epidérmica,
tomando la muestra en conjunto con 10pL de una solucién a pH 7,3 mediante el uso

de una micropipeta, seguidamente se colocaron en la camara con 800ul de la

32



misma solucién (solucién a pH 7,3), no se realiz6 ningun tratamiento a la muestra
con el fin de minimizar los cambios que puedan suceder en las células por efecto de

manipulacion.

Soluciones:

Para la caracterizacion de las corrientes del intercambiador K*/Ca*?se realizaron
cambios en la soluciébn de la camara, partiendo de la condicién normal por

soluciones a pH acido. A continuacion se presenta la composicién de cada solucion.

Tabla 1. Soluciones utilizadas.

Solucién Composicion

Contiene 10mM de NacCl, 140 mM. de KCI, ImM de
CaCly y 10 mM. de Buffer Fosfato-Citrato a pH 7,3.

Contiene 10mM de NacCl, 140 mM. de KCI, ImM de
CaCl, y 10 mM. de Buffer Fosfato-Citrato a pH 5,3.

Normal (pH 7,3)

sol.1(pH5,3)

Medidas Electrofisiolégicas:

T.U.G.O. Patch Clamp

Para la realizacion de este trabajo se utilizo la técnica del T.U.G.O. Patch Clamp
(The U-shaped Giga Ohm Patch Clamp) desarrollada en nuestro Laboratorio
(Romero, 2003). Al igual que en la técnica del Patch Clamp clasico, el T.U.G.O.
Patch Clamp es una técnica que consta en tomar una pequefia porcién de la

membrana celular, con una pipeta de vidrio elaborada a partir de capilares, en la
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cual se mantiene constante la diferencia de potencial entre ambos lados de la

membrana, lo que permitira la medicion de corriente.

Las dos principales diferencias entre ambas técnicas son:

1. En el T.U.G.O. Patch Clamp la forma de la pipeta permite simular el paso de los

eritrocitos por un capilar sanguineo desde el punto de vista mecénico.

En las pipetas utilizadas para el Patch Clamp clasico, el diametro externo de la
punta es reducido de manera de garantizar que el area de la membrana celular
aislada dentro de la pipeta sea lo suficientemente pequefia para tener uno 0 pocos
canales, por otro lado el area interna de la punta de la pipeta se busca que sea lo
mas grande posible de manera de disminuir la resistencia eléctrica en serie. Para el
T.U.G.O. Patch Clamp, las pipetas utilizadas presentan en la punta una abertura lo
suficientemente grande como para permitir que el eritrocito pueda entrar, pero
gue éste no sea succionado por completo, quedando una parte importante de la
célula en el interior de la pipeta, lo que trae como consecuencia que gran parte de
la membrana celular quede en contacto con las paredes del capilar, esta parte de
membrana constituye la zona donde se forma un sello de alta resistencia eléctrica
(en el orden de 10°Q o Gigasello) . Esto gracias a que las paredes son mas paralelas

en la punta como se muestra en la Fig. 4
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Fig. 4- Diferencia entre la punta de la pipeta utilizada para el Patch Clamp “clasico”

(A) y pipetas utilizadas para el T.U.G.O Patch Clamp (B).

2.La cantidad de membrana aislada en la pipeta en el T.U.G.O. Patch Clamp es

mayor y adopta una forma conica.

En el caso del Patch Clamp clasico la cantidad de membrana que se aisla dentro
de la pipeta es poca y la forma adquirida por la membrana una vez dentro de la
pipeta simula un “Q” debido al &ngulo entre las paredes que en la punta se hace
mas agudo. En el caso del T.U.G.O. Patch Clamp debido a las caracteristicas
particulares de esta técnica, simula un eritrocito al pasar por los capilares
sanguineos, la cantidad de la membrana que entra en el interior de la pipeta es de 3
a 8um medidos desde la punta de la pipeta, teniendo asi una cantidad de
membrana mayor. En cuanto a la forma que adopta tenemos como lo muestra la
fig. 5, la parte de la membrana asociada al vidrio se presume que adopta una forma
conicay en la parte superior donde la membrana no esta adherida a las paredes de

la pipeta se forma una semiesfera.
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Fig. 5.-Esquema de la region de membrana en el interior de la Pipeta con la técnica del
T.U.G.O. Patch Clamp. A) Region Conica. B) Regidn Semiesférica

Elaboracion de pipetas

Para la elaboracion de pipetas se utilizaron capilares de Borosilicato, con
diametro externo de 1,5mm, didmetro interno de 0,86mm y 10cm de largo (Sutter
Instrument CO., Novato CA, USA). Las pipetas se halaron en dos pasos con un
halador vertical por gravedad modelo 700C (David Kopf, USA). La elaboracion de
dichas pipetas se llevo a cabo como se describe en (Romero, 2004). La resistencia

de las pipetas estaba entre 9 y 14 MQ en solucién normal.

Visualizacién de las células

Para la visualizacién de las células en el proceso de formacién del sello se utilizé
un microscopio invertido de contraste de fase Nikon Diaphot (Nikon CO, LTD,

Tokio, Japon) con oculares de 10X CFW y objetivos 20 y 40 DL. Para la manipulacion
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de las células se utilizé un micromanipulador hidraulico modelo MO- 203 (Narishige

CO, LTD, Tokio, Japon).

Formacion del sello

Las células se colocaron en la camara suspendidas en la solucién normal, una
vez que se ubiquen en el fondo de la camara se procedié a introducir la pipeta
hasta el fondo de la cAmara cerca del eritrocito seleccionado para realizar el sello.
Después de ubicar la punta de la pipeta cerca de la célula (aproximadamente 2 o
3um del eritrocito), se aplicd presion negativa al Holder mediante el uso de una
inyectadora, de esta manera se succiond el eritrocito y solo una parte del eritrocito
entra en la punta de la pipeta, donde se formara el sello de alta resistencia o Giga
sello con las paredes internas de la pipeta. En la Fig. 6 se muestra un esquema

aproximado del proceso de formacién de Gigasello.

Fig. 6- Esquema del posible proceso de formacion del Gigasello. Tomada de: Romero,
2003.
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Debido a la gran cantidad de membrana aislada dentro de la pipeta se plantea
que la formacioén del sello de alta resistencia se debe a la suma de todas las
interacciones débiles, posiblemente interacciones electrostaticas, que se generan

entre la membrana celular y el vidrio de la pipeta.

Una vez formado el Giga sello se procedio a realizar el rompimiento de la célula
gue queda en el exterior de la pipeta, para esto se toca el resto del eritrocito fuera
de la pipeta con el fondo de la camara, pasando asi de la configuracion Cell-
Attached (6 On-cell) a la configuracién Inside — Out, donde el lado interno de la
membrana del eritrocito queda expuesto a la solucion del bafio de la camara (ver

fig. 7).

On—cell Whale-cell

Pull \F‘ull

Inside—out Dutside—out

Fig. 7.- Diferentes configuraciones del Patch Clamp. Tomada de: Organization of
Nervous System; Basic Functions of Synapses and Transmitter Substances
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Debido a las caracteristicas intrinsecas del método, se pueden observar
diferencias en las corrientes medidas entre distintos experimentos, lo que
represento dificultades para poder comparar resultados entre diferentes
experimentos realizados. Una forma de poder comparar resultados seria
expresando los resultados en unidades de densidad de corriente, pero con esta
técnica es imposible poder saber con exactitud cuanta membrana esta presente en
cada experimento, es por ello que a falta de un método efectivo en el cual se
puedan expresar los resultados como valores de densidad de corriente 0 como
valores absolutos, los datos obtenidos se normalizaron con respecto a un valor
especifico, permitiendo asi estandarizar los datos, haciendo posible la comparacion
de datos que fueron obtenidos bajo las mismas o diferentes condiciones

experimentales, bien sea con el mismo Patch o diferentes.

Intercambio de soluciones

Este procedimiento se llevé a cabo para determinar el efecto de cambios de pH
sobre las corrientes asociadas al Intercambiador K*/Ca®*. En primer lugar se realiz6
el montaje en condiciones simétricas, y se caracterizaron las corrientes del control
pH 7,3. Posteriormente para evaluar el efecto del cambio de pH a 6,7 se adicionaron
200pl de la solucién a pH 5,3 (sol.1) y se realizaron las mediciones correspondientes,
para evaluar el efecto del cambio de pH a 6,3 se extrajeron 200ul de la solucién de

la camara y se adicionaron 200pl de las Sol. 1 para llevar el pH de la cAmaraa 6,3y
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mantener constante el mismo volumen inicial. De la misma manera se realizo el

cambio para pH 5,9.

Protocolo de estimulacion

Para la medicion de corrientes iénicas se utilizo el programa “Pulse Generator”,
en donde se establecieron las condiciones de tiempo y voltaje que se desea aplicar
al Patch, cada protocolo utilizado se repitié un minimo de 3 veces, lo que permitié
tomar el valor promedio de corriente para cada condicibn experimental. A

continuacion se describen los protocolos utilizados:

1.Protocolo de sustraccion de fuga P/N

Este protocolo se aplico previo a cualquier protocolo de estimulacion, con la
finalidad de poder restar las corrientes de fuga. En la fig. 8, se muestra un esquema

de dicho protocolo.
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Fig. 8- Esquema del protocolo P/N (B) y diez prepulsos de sustraccion de un decimo
del pulso final tipo P/N previos al pulso prueba (A)

El protocolo P/N consiste en aplicar diez (10) prepulsos con una magnitud de un
décimo del valor del estimulo que se desea aplicar, dicha magnitud se debe a que
por ser un potencial bajo no se desarrollan corrientes debidas a la activacion del
intercambiador. Este protocolo se aplico con la finalidad de poder sustraer las
corrientes capacitivas de la membrana y poder medir, una vez que se aplique el

estimulo, las corrientes desarrolladas por el intercambiador.

2.Protocolo IV

Para obtener los registros de corrientes necesarios para la construccién de
curvas de corriente vs. voltaje se aplico este protocolo, a continuacién se muestra

un esquema del mismo (Fig. 9)
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Fig. 9- Esquema utilizado para la aplicacion del protocolo de estimulacion para la
realizacion de la curva IV.

El protocolo consiste en aplicar pulsos consecutivos de dos (2) segundos de
duracién cuya amplitud va desde +160mV a -160mV en pasos de 20mV. Para la
realizacién de curvas IV se tomo en cuenta los valores de corriente que se

obtuvieron al medir el punto maximo alcanzado.

Para el estudio del efecto de pH se aplico este protocolo tanto en la condicion

control como con los diferentes pH experimentales.

Protocolos de estimulacién para estudios cinéticos

A continuacion se presentan los protocolos que se utilizaron para realizar los
estudios cinéticos del intercambiador, en ambos casos el esquema general del
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protocolo esta conformado por dos pulsos consecutivos: el primer pulso
suministrado al cual se le denomina Pulso Activante permanece invariable y al
segundo pulso al cual dependiendo del caso, se le varia alguna de sus
caracteristicas se le denomina Pulso Prueba. Cabe resaltar que previo a cada
protocolo de estudio cinético se aplico un protocolo IV con el fin de obtener

valores de referencia en cada experimento.

3.Protocolo |

Este protocolo consta de dos partes, ambas consistieron en suministrar dos
pulsos con una duracién de dos (2) segundos, en la primera parte (A) se aplica un
primer pulso de -160mV seguido de pulsos que variaron de +160mV a -160mV en
intervalos de 20mV. Para la segunda parte (B) se aplico un pulso de +160mV
seguido de pulsos que variaron de -160mV a +160mV con incrementos de 20mV

entre pulsos (Fig. 10).
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Fig. 10.- Esquema del protocolo para el estudio de las corrientes instantaneas.
(A) Pulso Activante a-160mV y (B) pulso Activante a +160mV.
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El objetivo de utilizar este protocolo fue el estudio de las corrientes instantaneas

desarrolladas por el intercambiador, donde se pudiera eliminar el valor de las

corrientes dependientes del potencial, permitiendo asi evaluar sélo el efecto

generado al implantar una fuerza electromotriz conocida. Seguidamente a la

obtencion de estos resultados se elaboraron graficas donde se representaron las

corrientes medidas en funcion del potencial de membrana fijado.

4.Protocolo Il

Este protocolo consta de dos partes, ambas consistieron en suministrar dos

pulsos con una intensidad en la primera parte (A) de 160mV y para la segunda parte

(B) se aplico un pulso de -160mV, en este protocolo en el pulso prueba lo que

variamos es la duracion del pulso desde cero (0) hasta tres (3) segundos todos con

la misma intensidad.

160mV

A

Om
.

OmV

-160mV

Fig.11.- Esquema del protocolo para la determinacién del desarrollo temporal de la

desactivacion de las corrientes salientes (A) (+160mV) y de las corrientes entrantes (B) (-

160mV) a la célula.
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El objetivo de utilizar este protocolo fue observar el tiempo necesario para

presenciar la inactivacion del intercambiador.

Adquisicion de datos

Las corrientes fueron obtenidas en modo voltage-clamp, con una ganancia de
100mV/pA, con un filtro pasa-bajos a 1KHz, un amplificador AXOPATCH-1C (Axon
Instrument, Burlingame, CA, USA). Adicionalmente se utilizo un filtro de linea
HumBug (50/60Hz Noise eliminator, Queso Scientific, North Vancouver, BC,
Canadd) para eliminar el ruido proveniente de la linea de 60 (sesenta) ciclos. La
digitalizacion de los datos se realizo mediante el uso de la interfase IT-16
(Instrutech, Port Washington, NY, USA), empleando un programa de control y

adquisicion PULSE (Heka, Lambrecht, Alemania).

RESULTADOS

Con la utilizacion de los métodos ya explicados, hemos obtenido los siguientes
resultados en el estudio del efecto del pH intracelular sobres las corrientes
desarrolladas por el intercambiador K*/Ca* del eritrocito humano. En el laboratorio
se han denominado como corrientes entrantes a la célula las corrientes negativas

en las cuales tenemos salida de Ca”* al exterior celular y entrada de K* al interior, y
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como corrientes salientes a las corrientes positivas en las cuales el movimiento de

iones ocurre en sentido contrario, es decir, entrada de Ca** y salida de K.

Las resultados presentados a continuacion no fueron procesados
estadisticamente debido a que los datos obtenidos fueron normalizados a un valor
de potencial de +120mV. Por lo tanto, no se cumplen los requerimientos para el uso
de estadistica. Las figuras que presentamos fueron comparadas con base a las
tendencias observadas. Se cuantificé el aumento o disminucion de la magnitud de

las corrientes.

EFECTO DEL pH INTRACELULAR SOBRE LAS CORRIENTES TOTALES DEL

INTERCAMBIADOR K*/Ca** DEL ERITROCITO HUMANO

Se estudiaron las variaciones sobre la amplitud de las corrientes del
Intercambiador K*/Ca®* estableciendo gradientes de protones (H*) del interior al
exterior celular. Para ello se realizaron curvas corriente vs. Potencial de membrana

(IV). Para comenzar podemos observar la Fig. 12, en donde presentamos las
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corrientes obtenidas a pH 7,3 (condicion control) y a pH 6,7 (condicion

experimental).
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Figura 12. Relacion Corriente normalizada vs. Potencial de membrana. En negro,
promedio de las corrientes obtenidas a pH 7,3 (condicion control) aplicando protocolo IV.
En rojo, promedio de las corrientes obtenidas al intercambiar por la solucion de pH 6,7.
Todos los datos fueron normalizados con el valor de la corriente a 120mV del experimento
control correspondiente. Dichos puntos son el promedio de trece experimentos en la
condicion control y nueve experimentos para la condicion experimental.

En la figura 12 podemos observar como el comportamiento de ambos grupos de
datos es muy parecida, teniendo que cuando las corrientes son salientes del
eritrocito no tenemos variaciéon de las corrientes obtenidas a pH 6,7 con respecto al
control (pH 7,3), mientras que cuando las corrientes son entrantes a la célula si
observamos una variacion en la magnitud de las corrientes obtenidas a pH 6,7, se

puede apreciar una pequefia disminucion en las mismas con respecto a las

magnitudes de las corrientes medidas en la condicién control.
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En la figura 13 tenemos la magnitud de las corrientes totales normalizadas

obtenidas en la condicion control y a pH 6,3 (condicién experimental), podemos

observar un comportamiento similar en ambos grupos de datos, cuando las

corrientes son salientes de la célula a pH 6,3 son mayores que las corrientes a pH 7,3,

para el caso de las corrientes entrantes a las células observamos que las corrientes a

pH 6,3 son menores a las medidas a pH 7,3.
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Figura 13. Relacion Corriente normalizada vs. Potencial de membrana. En negro,
promedio de las corrientes obtenidas a pH 7,3 (condicion control) aplicando protocolo IV.

En rojo, promedio de las corrientes obtenidas al intercambiar por la solucion de pH 6,3.

Todos los datos fueron normalizados con el valor de la corriente a 120mV del experimento
control correspondiente. Dichos puntos son el promedio de trece experimentos para la
condicién control y 6 experimentos para la condicion experimental.
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En la figura 14 podemos observar que cuando las corrientes son entrantes
tenemos que la magnitud de las corrientes totales normalizadas para pH 5,9 son
menores a las obtenidas a pH 7,3 aunque se aproximan a estas. Cuando las
corrientes son salientes vemos que la magnitud de las corrientes totales son

mayores a pH 5,9 en comparacién con las medidas a pH 7,3.
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Figura 14. Relacion Corriente normalizada vs. Potencial de membrana. En negro,
promedio de las corrientes obtenidas a pH 7,3 (condicion control) aplicando protocolo IV.
En rojo, promedio de las corrientes obtenidas al intercambiar por la solucion de pH 5,9.
Todos los datos fueron normalizados con el valor de la corriente a 120mV del experimento
control correspondiente. Dichos puntos son los promedios obtenidos de trece
experimentos para la condicién control y de cuatro experimentos en la condicion
experimental.

En la siguiente tabla (tabla 2) presentamos la cuantificacion del efecto del

cambio de pH sobre las corrientes totales desarrolladas por el intercambiador.
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pH 6,7 pH 6,3 pH 5,9
+160mV -18,74% +6,69% +16,56%
-160mV -2,84% -0,86% -2,32%

Tabla 2. Porcentajes de disminucién y/o aumento de corriente después del tratamiento
experimental con los diferentes pH.

Esta tabla resume como los cambios de pH intracelular tienen un efecto sobre
las corrientes totales del intercambiador, como hemos observado en las figuras (12,
13y 14) presentadas anteriormente, cuando el sentido de corriente es saliente solo
para pH 6,7 vimos una disminucion en las corrientes, mientras que a pH 6,3y 5,9
vemos un aumento, siendo el aumento a 5,9 mucho mayor. Mientras que cuando
las corrientes son entrantes en todos los casos observamos disminucion de las
corrientes, teniendo que el efecto es practicamente igual en los tres casos, a
excepcion de la condicién a pH 6,3 en donde el porcentaje de disminucién es muy

poco.

EFECTO DEL pH INTRACELULAR SOBRE LAS CORRIENTES INSTANTANEAS DEL

INTERCAMBIADOR K*/Ca* DEL ERITROCITO HUMANO.

Para la medicién de las corrientes instantaneas utilizamos el protocolo de
estimulacion |, en el cual se elimina la dependencia de la activacion del mecanismo

y medir el efecto sobre el flujo al realizar los cambios de pH.
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En la figura 15 observamos en los puntos azules la magnitud de las corrientes
instantaneas a pH 7,3 y en los puntos rojos tenemos la magnitud de las corrientes
instantaneas a pH 6,7. Como en este caso eliminamos la dependencia del potencial
para la activacion del mecanismo y solo medimos el flujo podemos ver una

tendencia lineal (Ohmica) en el comportamiento de dichas corrientes.
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Figura 15. Relacion Corriente normalizada vs. Potencial de membrana. En azul, promedio
de las corrientes obtenidas a pH 7,3 (condicién control) aplicando protocolo IV. En rojo,
promedio de las corrientes obtenidas al intercambiar por la solucion de pH 6,7. Todos los
datos fueron normalizados con el valor de la corriente a 120mV del experimento control
correspondiente. Las corrientes son el promedio de ocho experimentos para la condicion
control y cinco experimentos en la condicion experimental.
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En la figura 15 arriba presentada tenemos que cuando la corrientes son
salientes a pH 6,7 fueron mayores que las medidas en la condicién control y al
realizar el ajuste lineal la pendiente de 6,7 es mayor a la obtenida a pH 7,3. Mientras
que en la condicion de corrientes entrantes tenemos un comportamiento diferente
en el cual la magnitud de la corriente obtenida es menor a las observadas en la
condicion control y en cuanto a la pendiente del ajuste lineal tenemos que es

menor apH 6,7 que apH7,3.

En la figura 16 presentamos las corrientes instantaneas medidas al realizar el
cambio de pH a 6,3 comparadas contra las corrientes a pH 7,3. En el sentido en que
las corrientes son salientes de la célula son mayores en la condicion experimental al
igual a la pendiente la del ajuste de tendencia de los puntos en esta condicion, sin
embargo cuando la corriente es entrante a la célula observamos que a pH 6,3 son
menores las magnitudes de las corrientes instantaneas que las obtenidas en la
condicion control, al igual que la pendiente del ajuste lineal a pH 6,3 es menor a la

de la condicion control.
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Figura 16. Relacion Corriente normalizada vs. Potencial de membrana. En azul, promedio
de las corrientes obtenidas a pH 7,3 (condicién control) aplicando protocolo IV. En rojo,
promedio de las corrientes obtenidas al intercambiar por la solucion de pH 6,3. Todos los
datos fueron normalizados con el valor de la corriente a 120mV del experimento control
correspondiente. Dichos valores son el promedio de ocho experimentos para la condicion
control y cinco experimentos a pH 6,3.

Podemos resaltar que en la figura 16 antes presentada hay una mayor diferencia
entre las pendientes en la condicion de salida de corriente de la célula mientras que
cuando el sentido de la corriente es hacia el interior celular la diferencia entre las

pendientes es menor.
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En la figura 17 presentamos la corriente normalizada a pH 7,3 y 5,9 en donde
tenemos que cuando la direccion de la corriente es hacia el exterior celular
observamos un aumento en dichas corrientes a pH 5,9, mientras que cuando el
sentido de la corriente es hacia el interior celular observamos un comportamiento
diferente al que hemos venido teniendo en donde la magnitud de la corriente a pH
5,9 es mayor que la medida a pH 7,3 (control). Es importante resaltar que las
pendientes de las lineas de tendencia en ambos sentidos de la corriente son

mayores las pendientes de las lineas obtenidas a pH 5,9 que las obtenidas a pH 7,3.
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Figura 17. Relacion Corriente normalizada vs. Potencial de membrana. En negro, promedio
de las corrientes obtenidas a pH 7,3 (condicién control) aplicando protocolo IV. En rojo,
promedio de las corrientes obtenidas al intercambiar por la solucion de pH 5,9. Todos los
datos fueron normalizados con el valor de la corriente a 120mV del experimento control
correspondiente.

54



Cuando el sentido de la corriente es saliente es evidente que a medida que
disminuye el pH las pendientes tienden a ser mayores, aunque a pH 6,7 y 6,3
observamos la misma pendiente pero para pH 5,9 tenemos un aumento sobre las
anteriores. Para corrientes entrantes a pH 6,7 (primera condicién experimental)
tenemos una disminucién en la pendiente y para pH 6,7 y 5,9 aumenta la pendiente

siendo la del altimo pH mayor que la pendiente de la condicion control pH 7,3.

Pendiente de ajuste Pendiente de Ajuste
Corrientes salientes Corrientes entrantes
pH7,3 0,0084 0,0086
pH 6,7 0,0098 0,0078
pH 6,3 0,0098 0,008L1
pH5,9 0,0127 0,0098

Tabla 3. Valores de las pendientes de las lineas de tendencia de las corrientes instantaneas
normalizadas en condicion control y condicion experimental.

Resumiendo podemos agregar que hay efecto sobre las corrientes instantaneas
aunque al aplicar la prueba estadistica el resultado es todo lo contrario, esto podria
deberse al numero de experimentos utilizados y a que las desviaciones estandar

para algunos puntos son grandes.
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En la tabla 4 cuantificamos el efecto sobre las corrientes instantaneas medidas
a +160mV y -160mV, elegimos este potencial ya que es en el cual obtuvimos la

corriente maxima.

pH 6,7 pH 6,3 pH 5,9
+160mV 4,3901% 17,5012% 40,9617%
-160mV -1,5727% -7,3564% 15,0657%

Tabla 4. Porcentajes de disminucion y/o aumento de las corriente instantaneas después
del tratamiento experimental con los diferentes pH a +/-160mV.

En la tabla 5 presentamos la variacion de las magnitudes de las corrientes de las
condiciones experimentales contra la magnitud de la corriente en la condicidon
control en los puntos de voltaje donde obtuvimos la corriente maxima, teniendo
que para las corrientes salientes la variacion de la corriente siempre es positivo y
con un aumento ligado a la variacion de pH (mientras mas acido el pH mayor es el
aumento) mientras que cuando las corrientes son salientes observamos que a pH
6,7 y 6,3 la variaciéon es negativa, la magnitud de las corrientes en la condicion
experimental es menor a la magnitud de la corriente en la condicién control y para
el pH 5,9 tenemos una variacion positiva, es decir, la magnitud de la corriente a pH

5,9 es mayor que la obtenida a pH 7,3.
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Al pH 6,7 Al pH 6,3 Al pH5,9

160mV 0,0593pA 0,2366pA 0,5537pA

160mV | -0,1058pA | -0,1028pA | 0,2105pA

Tabla 5. Cuantificacion de Al para la magnitud de las corriente instantaneas después del
tratamiento experimental con los diferentes pH a +/-160mV.

EFECTO DEL pH INTRACELULAR SOBRE LA DESACTIVACION DEL

INTERCAMBIADOR K*/Ca* DEL ERITROCITO HUMANO.

El estudio del desarrollo temporal de la desactivacion de las corrientes del
intercambiador K*/Ca®*, se realiz6 aplicando el protocolo 11, en el cual se aplicaron
dos pulso seguidos el primero con una duracion de 2seg y el segundo con una
duracién de 1seg de la misma magnitud (+160mV y -160mV) con intervalos de
separacion de 500ms entre pulso y pulso partiendo desde 2500ms de separacion
hasta Oms (cero). Solo se experimenté con pH 6,7, debido a que el tiempo durante
el cual se exponia cada patch eran muy largos, y a potenciales de membrana muy
altos, lo cual generaba la ruptura del sello e imposibilitaba la medicion de la

corriente para méas de un cambio de pH.

En la figura 18 presentamos el desarrollo temporal de la desactivacion de las
corrientes obtenidas con pulsos de magnitud de +160mV en donde tenemos que

los puntos en azul corresponden a las corrientes a pH 7,3 y los puntos en rojos a pH
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6,7. Podemos observar como a pH 6,7 tenemos una desactivacion més lenta que la

obtenida para la condicion control (pH7,3).
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Figura 18.- Relacién de la disminucién de corriente versus tiempo de separacion entre los
pulsos, para las corrientes obtenidas en la condicion control (azul) y para la condicion
experimental a pH 6,7 (rojo), al aplicar el protocolo de estimulacion Il, a potencial de

+160mV. Los puntos son los promedios de cinco experimentos diferentes para la condicion
control y cuatro experimentos para la condicion experimental.

En la figura 19 presentamos el desarrollo temporal de la desactivacion del

intercambiador K*/Ca** al aplicar pulsos de -160mV a pH 7,3 (azul) y pH 6,7 (rojo).
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Figura 19.- Relacién de la disminucién de corriente versus tiempo de separacion entre los
pulsos, para las corrientes obtenidas en la condicion control (azul) y para la condicion
experimental a pH 6,7 (rojo), al aplicar el protocolo de estimulacion Il, a potencial de -

160mV. Los puntos son los promedios de cinco experimentos diferentes para la condicion

control y cuatro experimentos para la condicion experimental.

Tenemos como resultado en la figura 19 que el efecto observado cuando las
corrientes son salientes a la célula como al variar el pH a 6,7 la desactivacion del
mecanismo es mas lenta que la obtenida para el pH 7,3, es decir, el tiempo de

desactivacion a pH 6,7 es mayor gque en la condicién control.
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Calculamos los valores de tau del ajuste exponencial (T) para poder

compararlas entre si, los cuales presentamos en la tabla 13.

T (+160mV) T (-160mV)
pH 7,3 2000ms 1666,6ms
2500ms 3333,3ms

PH 6,7 (+25%) (+100%)

Tabla 6. Tiempos en los cuales las corrientes normalizadas para las figuras 18 y 19
disminuye a un 36,78% de su valor inicial. Valores correspondientes a T de las
exponenciales de ajuste.

Podemos observar en la tabla 6 las variaciones para las T entre las obtenidas
tanto a pH 7,3 como a pH 6,7. Cuando se fija el potencial a +160mV obligando la
salida de K" el aumento de la T es de un 25%, mientras que cuando el movimiento
de K* es inverso, es decir, hacia el interior celular el aumento es de un 100% mas

sobre el valor obtenido del ajuste exponencial de la condicién control.
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DISCUSION

EFECTO DEL pH INTRACELULAR SOBRE LAS CORRIENTES TOTALES DEL

INTERCAMBIADOR K*/Ca** DEL ERITROCITO HUMANO

Como mencionamos anteriormente en los antecedentes es limitado el
conocimiento de como cambios en el pH afectan la conformacion de las proteinas y
el ensamblaje de macromoléculas. Al realizar los cambios de pH intracelular y medir
la magnitud de las corrientes totales observamos que para ambos sentidos de la
corriente se evidencian diferencias entre las obtenidas a pH 7,3 y las obtenidas a pH

6,7;6,3y5,9.

El efecto observado es complejo y se podria separar en dos partes una cuando

la corriente es entrante y la otra cuando la corriente es saliente.

Habiamos definido como corrientes salientes aquellas generadas al salir K™ y
entrar Ca* a la célula (este movimiento de iones ocurre al fijar el potencial de
membrana a valores positivos que varian de 0 a +160mV, ya que entre ambos
compartimientos la camara y la pipeta no tenemos gradientes en las

concentraciones ionicas) en esta condicion observamos que al realizar el primer
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cambio de pH 6,7 (figura 12) observamos efecto solo para los 3 tres puntos finales
(+120, +140 y +160mV) en los cuales tenemos una disminucion en la magnitud de la
corriente total, para el segundo cambio pH 6,3 (figura 13) es evidente un aumento
en la magnitud de las corrientes generalizado en cada uno de los puntos de
potencial medidos. Para el tercer cambio pH 5,9 (figura 14) tenemos el mismo
comportamiento de la condicion experimental anterior en la cual se muestra un
aumento en la magnitudes de las corrientes totales. Como definicion de corrientes
salientes tenemos salida de Ca* y entrada de K* a la célula (condicién que se
consigue al fijar el potencial de membrana a valores negativos de 0 a -160mV) en
donde en las tres condiciones experimentales (pH 6,7; 6,3 y 5,9) las magnitudes de
las corrientes son menores a las obtenidas en la condicidon control y bastante

similar el efecto entre si.

Desde nuestro punto de vista, la acidificacion del medio intracelular genera un
cambio en un posible dominio intracelular del intercambiador K/ Ca** que facilita la
salida de K* de la célula como por ejemplo el vestibulo del intercambiador, ya que,
como pudimos mostrar graficamente el efecto se ve mas marcado cuando se fija la
direccion del K™ hacia el exterior celular con un aumento en la magnitud de las
corrientes totales, efecto que no se ve cuando la direccion de dicho ion es al
contrario, es decir, del exterior al interior celular. Al observar la tabla 5 que muestra
el porcentaje (%) de aumento o disminucién de la magnitud de la corriente a un
potencial de membrana de +160mV a medida que se acidifica el medio es mayor el
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efecto sobre el aumento de las corrientes, con lo cual podriamos afirmar que al
aumentar la concentracién de hidrogeniones pudiera estar ocasionando alguna
modificacion en algun posible dominio intracelular que facilita la salida de K™ por
una protonacién o modificacion de la estructura aumentando asi la entrada al
mecanismo de transporte de dicho i6n hacia el exterior celular generando el

aumento en la magnitud de las corrientes a potenciales positivos.

Por otra parte, estos resultados permiten inferir que los mecanismos
de entrada de los iones (Ca** o K) no son similares, ya que, observamos que el
efecto de aumento sobre las corrientes totales ocurre cuando fijamos el
potencial de membrana a valores positivos. Al fijar el potencial de
membrana a valores negativos se genera un efecto distinto, en el que la
magnitud de la corriente a pH 6,7 y 6,3 es muy similar a Ila
condicion control a pH 7,3. Sin embargo a pH 5,9 pudimos ver un
aumento con respecto al control. Por lo tanto, hay un efecto
diferencial dependiente de la direccion del flujo que podria ser
producto de la modificacion de alguna estructura intracelular del
intercambiador que interactua diferencialmente con ambos iones, o de la existencia

de dos vias diferentes de permeacion para los iones (K* y Ca").

El efecto contrario fue observado por Heinz y Hoffman (1990) cuando al realizar

cambios de pH intracelular y extracelular para estudiar su efecto sobre el canal
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Gardos en presencia de DIDS para evitar que se equilibrara el pH entre ambos
compartimientos y manteniendo la concentracién de Ca*? constante suficiente para
el funcionamiento del canal y variando las concentraciones de K* intracelular y
extracelular observaron que a pH acidos del lado extracelular (desde 6,0 a 7,5) y a
concentracion de K* bajas una inhibicion completa y que cuando la concentracion
de K" aumentaba el efecto era menor aun a pH &cidos. Resaltan como su conclusién
mas importante por encima del efecto inhibitorio de la concentracion H* es el
efecto antagonista del K’ y los H* por ambos lados de la membrana en donde
proponen la posible existencia de dos sitios por el lado extracelular de la
membrana en donde uno sea el encargado de mantener abierto el canal una vez
unido el K* y un segundo sitio encargado de promover cierre del canal o impedir su
apertura en el cual los H* de alguna manera si influyen, platean que este segundo

sitio esta presente por ambos lados de la membrana.

EFECTO DEL pH INTRACELULAR SOBRE LAS CORRIENTES INSTANTANEAS DEL

INTERCAMBIADOR K*/Ca** DEL ERITROCITO HUMANO

Cuando las corrientes son salientes a la célula el efecto observado en presencia
de los tres diferentes pH es un aumento paulatino en la magnitud de las corrientes
instantaneas (tabla 11), es decir, a medida que se acidifica el medio el aumento de la
corriente es mayor. En el caso de las corrientes entrantes a la célula observamos

dos efectos: un primer efecto al realizar el primer cambio (pH 6,7) de disminucion
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de la corriente que se mantiene con el segundo cambio (pH 6,3) un segundo efecto
al realizar el tercer cambio (pH 5,9) lo que observamos es un aumento de la
magnitud de las corrientes instantaneas, es decir, el efecto observado cuando las
corrientes son entrantes a la célula parece ser dependiente al flujo iGnico y al valor
de pH, diferente a lo que ocurre cuando las corrientes son salientes que
observamos un efecto monotoénico. Podriamos inferir que el efecto generado
sobre las corrientes vendria dado por la protonacion de algin aminoacido ubicado
en la estructura de la proteina, aunque aun no se conoce la secuencia de
aminodcidos de la estructura de esta proteina, tenemos que el pKa préximo a los
pH utilizados en nuestros experimentos seria el de la Histidina (His) la cual posee un
pKa en su cadena lateral de 6,0 nosotros proponemos la presencia de mas de una
His ubicada en diferentes posiciones a lo largo de toda la estructura del
intercambiador K*/Ca®* generando que estos residuos estén ubicados en
microambientes diferentes ocasionando que el punto de pH al cual se protonan
estos residuos sea a diferentes pH, decimos que deben estar presentes mas de un
residuo de His ya que el efecto que observamos es dicotdmico cuando las
corrientes son entrantes lo que seria imposible de explicar si solo tenemos un
residuo presente por el contrario teniendo méas de uno a lo largo de la estructura
tendriamos que al probar diferentes pH protonamos alguno de ellos. Es interesante
observar que el efecto observado varia con la direccién del flujo teniendo un efecto
monoténico cuando el K* sale y el Ca®* entra, mientras que cuando el K* entra y el

Ca®* sale es un efecto dicotémico como habiamos mencionado anteriormente el
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efecto sobre el mecanismo encargado de introducir los iones al intercambiador
(por ejemplo el vestibulo) generaria la diferencia observada sobre la magnitud de
las corrientes dependientes del flujo. Cymes y colaboradores (2005) observan que
al cambiar los residuos de aminoacidos del poro transmembrana de un receptor
acetilcolinico nicotinico, por lisinas, histidinas y argininas individuales en la
configuracién abierta del canal, los estudios cinéticos sugieren estados de
protonacién para algunos de los residuos de origen ionizables, que dependen de las
propiedades dieléctricas del poro, proporcionando un amplio conjunto de valores
de pKa para un mismo residuo los cuales dependeran del microambiente en el cual
se encuentran, resaltan que los valores de pKa son funciones complejas del
microambiente local; algo muy similar a lo que suponemos que ocurre con los
cambios de pH sobre el intercambiador. Nosotros proponemos que al tener mas de
una His en diferentes posiciones del intercambiador las cuales se encuentran en
microambientes diferentes que modifiquen su pKa el efecto sobre la estructura o
funcién del mecanismo al protonarse variara dependiendo de la cantidad de His

protonadas o no en el momento de la medicion.

EFECTO DEL pH INTRACELULAR SOBRE LA DESACTIVACION DEL

INTERCAMBIADOR K*/Ca* DEL ERITROCITO HUMANO.

Cuando analizamos los valores de T obtenidos para la condicion experimental

(pH 6,7) tenemos que son mayores a las obtenidas en la condicion control (figuras
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18 y 19). Esto indica que al realizar el cambio de pH a 6,7 el desarrollo de la
desactivacion es mas lento que a pH 7,3; podemos decir que una parte de la
corriente total generada por el intercambiador persiste en el tiempo y depende de
la direccién del flujo de los iones (K* y Ca®"). Esto podria ser consecuencia de la
protonacién de una o mas His involucradas en el mecanismo encargado del proceso

de desactivacion.

CONCLUSION

De los resultados obtenidos al estudiar el efecto del pH intracelular sobre las

corrientes del intercambiador K*/ Ca?* podemos concluir que:
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1. La acidificacion del medio intracelular pudiera estar generando un posible
cambio en un dominio citoplasmatico del intercambiador K*/ Ca®* que facilita la
salida de K* de la célula.

2. La acidificacion del medio intracelular genera un aumento progresivo en la
magnitud de las corrientes salientes de la célula del intercambiador K*/ Ca**

3. El efecto de la acidificacion del medio intracelular sobre las corrientes entrantes
del intercambiador K*/ Ca®* no mostré cambios progresivos en la magnitud de
las corrientes. El efecto encontrado es dicotomico segun los cambios de pH.

4. El efecto de la acidificacién del medio intracelular sobre el desarrollo temporal
de la desactivacion del intercambiador K'/Ca* fue al menos 3 veces mayor
cuando el flujo de K" era en direccion al interior celular

5. Proponemos la presencia de mas de una His en la estructura del intercambiador

K*/Ca* que afectan el flujo i6nico y se encuentran en microclimas distintos.
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