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Resumen
Los eritrocitos son células anucleadas, por lo que no sufren apoptosis como el
resto de las células. Sin embargo, cada glébulo rojo vive alrededor de 120 dias, lo
cual evidencia que existe un proceso que “mide” el tiempo. En nuestro laboratorio
tenemos una hipotesis sobre como se desarrolla este proceso, e involucra dos
mecanismos novedosos: un intercambiador K*/Ca2* que se activa en respuesta al
voltaje; y un canal de K* mecanosensible, nombrado HEMKCA por sus siglas en
inglés. Este canal presenta un proceso de inactivacion que se evidencia como una
caida exponencial de la probabilidad de apertura en el tiempo. Pusimos a prueba
el efecto de diversos factores fisico-quimicos sobre esta inactivacion, de manera
que pudiéramos identificarla como una de las inactivaciones previamente descritas
en la bibliografia: inactivacion tipo N, tipo C o tipo U. Encontramos que el Rb*
retrasa la inactivacion en un factor de 3,4 con respecto al K*. También
encontramos que esta inactivacion posee una dependencia del potencial en forma
de U. Cambios en la concentracion de Ca2* no afectaron la cinética de la
inactivacion. Concluimos que la inactivacion del HEMKCA es de tipo C, puesto
que sus caracteristicas corresponden con las ya reportadas para este tipo de

inactivacion.

Palabras clave: patch clamp, eritrocitos, canales iénicos, inactivacion.



Agradecimientos

A Berta Tovar y Guillermo Isturiz.
A Jesus Romero.

A Alejandro Mata, Fernando Gonzalez, Antonio Gutiérrez, Angeles Zambrano y

Christian Calderodn.

A Naileth Gonzalez, Yeimar Portillo, Luis O. Romero y Daniel Landi.
A todos mis profesores.

A la Universidad Central de Venezuela.

A la Facultad de Ciencias.

Al Instituto de Biologia Experimental.



indice de Contenido

[N d oo [UTelef o] IR OO UURURPRRRTINt 1
(0T o1 [T Lo T o 1ol L3 1
Canales MECANOSENSIDIES. .......eeviiiiiiieeee et e e e e e e e e e e e ee s e eeeeeeeeseeesrsraraeeeeas 1
Estructura y Clasificacion de los Canales de K* ..........ccooiieiiecicciciecece e 3
Conduccion para Rb*en los canales de Kt.........oooiiieiiiiiiieceeceeee e 8
LOS ENtroCitosS HUMENOS .......oooiiiiieieie ettt et e ettt e e e eaas 9
Canales Descritos en la Membrana del Eritrocito Humano ..........ccccooeveeiieicieccicciieccnes 10
CondUuctancCias CatiONICaAS .......c...coeiieeieee ettt et e e ee et ete e ete e e e e s te e seeesnaeeens 10
N[ = I CT- [ o [o 1 TSSO 10
Canal Catidnico no Selectivo dependiente de VOITaje ........uvvveeeeeeiieeiieeiiieieeeeeeeeeecceecccrnrans 11
Canal Catidnico no-selectivo no-dependiente de VOItaje .......ccceeevivciiieeei i 12
Plicke =+ eevrrnnnrerrununeeettreeeeeettaeeeetttaeeeettaeeeetta.eeattaeeeettaeeeathaeetattaeeaathaeeatheaeearneeeaaranaaes 13

(00 Yo [¥ot w=] o ol = I Y 0 1] Y ot Lo U 13
Canal Aniénico Mecanosensible y Canal Anidnico Rectificador hacia Afuera.........cccccceuvvnnnnns 13

El Canal Anidnico Voltaje Dependiente ........uivvceiiiieeiiiiiiiieeee ettt 15
Canal de Cloruro de Baja CondUCEANCIa......ccuurieeeeiiiiiiieee e e cciireee e seiiree e e e s e eitreee e e e e ssrraeeeaesennes 15
ANTECEABNTES ...ttt ettt e et e e et e e bee e te e e teeeetaeesbbeesareesaseestreesabeesareas 16
[ ab=Tod 1)Y= o1 (o] o FOU TR 16

T E=Te30AY2=Ted (o T T I o Yo TN TSP 17
INACHIVACION TIPO C ...t sttt et e e beesbe et e enbeeabesaeesanesnnas 19
INACHIVACION TIPO U ..eviiiiiiceece et et s e e s tre e tbe e etae e stbeesareesareas 24
SenesCeNCia Ael ENLrOCITO .........oooviiiieeceee ettt et re e sre e st e 27
0= T o 1T 7o) (=T £ 0 L= I TSP 28
El Canal HEMUGCKA . ... .ottt e et e e et e e st e et e e beeeteseteeeteeentesenaes 29
(0] o= 1Yo T3P PUPRN 32



Y YT g LTV Y 1= o Yo o LT USUT 33
Material BIOIOGICO .....cccueevieieeie ettt sttt st be e be et e e nbeeabeeateenreenbessaesanesanas 33
SOIUCIONES ...ttt e st e st e st e e smr et e s be e e e sanr e e e s saneeesmreeesanreeessanees 33

[V <Yo Tl F T o [T ot { o) 1 Ky o] Lo ={ or- L3P UUUR 33

QI O G @ R oY ol T @ =g o TR 33
Elaboracion de 1aS PiPeTas ......ccccuviiiie ettt e et e e e e et re e e e e e e aaba e e e e e e nanraeeas 34
Visualizacion de 1aS CAIUIAS ....c.ueiiiiiiieee ettt 35
FOrmMacion del SEIIO ......coueeeieiee ettt ettt et et saee s 35
Protocolos de EStimUIACION .....cc.uiiiiiiiii ettt s 35
Fi¥o Lo LTIy ol o o Je [T D o LY TR 36
ANBLISIS 08 DATOS ...veeeieeiitieiiee ettt sttt e bbbt b e et esae e e neeennr e e naee s 36
RESUITAOS ...ttt st e s e st e sat e e sa b e s a bt e st e e st e e e b e e sabeesabe e s beesabeeeanes 38
EfECto del POTENCIAL. ... .eiiiieiieee ettt et 41
EFECEO AI RD™ 1.ttt ettt b et b e s ettt e e b et et e sesbesessese s et e s esensesens 45
EFECEO 0l €A% o vieveeceeeee ettt sttt a et s s s et s s s s e st e s s st anenees e snaneans 49
DISCUSION .ttt ettt ettt e sh e s bt e s et e sht e e s at e e sab e e sab e e sab e e s ab e e sab et sabe e s b e e st e e sabee s beesabeeeanes 52
(0e] 01 = Yo N (=T [T T =100 o Lo TSR SURRNt 52
Efecto del POTENCIAL. .. ..iiiiieiiieeee e ettt es 53
EFECEO AEI CA27 .ttt ettt s ettt e b s et e e e s e seesene st e s te e sens 60
EFECEO I RD™ 1.ttt ettt s et se et et et e se s b sessene s et e s esensesens 60
Relevancia Fisioldgica de la Inactivacion del HEMKCA .........oooooiiiieei e 62
INActivacion del HEMKCA .......o ottt ettt ettt e sbe e e es 63
CONCIUSTONES .ttt ettt et s et e s bt e sa bt e sat e e sb et e s at e e saeeesmbeesabeesateesmteesabeesareesnneenas 64

21 o [ToT={ =Y i - ISR 65



Indice de Figuras

FIGURA 1. (A) MODELO DE CINTAS REPRESENTANDO LAS CUATRO SUBUNIDADES DEL KCSA. CADA SUBUNIDAD SE ENCUENTRA EN
UN TONO DISTINTO. (B) REPRESENTACION DEL KCSA SIN LAS SUBUNIDADES DEL FRENTE Y DE ATRAS. SE MUESTRAN LAS
HELICES DEL PORO EN ROJO, Y EL FILTRO DE SELECTIVIDAD EN AMARILLO. EN EL MEDIO SE MUESTRAN LOS PUNTOS DE
DENSIDAD ELECTRONICA QUE CORRESPONDERIA A LOS SITIOS EN LOS QUE PUEDE ESTAR EL K+ (MODIFICADO DE

MACKINNON, 2004). . ..ieiiiiiiiieee e e e e e eeeeeect ettt e e e eeeeeeeeeaaaaaaeaeaaaaaeesasassstssaassaaaaaaaaesaaaassssssssessaaaeeeasaannsssnnes 5
FIGURA 2 FAMILIAS DE CANALES DE K* DE ACUERDO A LA ESTRUCTURA DE SUS SUBUNIDADES SEGUN GONZALEZ Y COL. (2012)

(MODIFICADO DE GONZALEZ Y COL., 2002)...uuuuiiiiiieieeeeeieeecietteeeeeeeeeeeesssssattsraeeeeeaaaaeeessssssesssssseseeeseseesansssnnnns 6
FIGURA 3. CURVA |V OBTENIDA EN CONDICIONES SIMETRICAS CON K, NH," 6 RB". EN LA IMAGEN SE OBSERVA COMO EL CANAL

GARDOS PRESENTA RECTIFICACION HACIA ADENTRO (OBTENIDO DE CHRISTOPHERSEN, 1991) ...cccceoviiiiiiiiiieeeeeeeenen. 11

FIGURA 4. RECUPERACION DE LA INACTIVACION A 2MM DE K INTRACELULAR (1zQ.) Y A 160MM DE K EXTRACELULAR (DER.).
NOTESE LA DIFERENCIA EN ESCALAS ENTRE LAS IMAGENES, QUE PONE AUN MAS EN EVIDENCIA LA DRASTICA DIFERENCIA
ENTRE LAS TASAS DE RECUPERACION A DISTINTAS CONCENTRACIONES DE K* EXTRACELULAR. ....coveveveeeeeceeeseeeeenenenas 18

FIGURA 5. CURSO TEMPORAL DE LA INACTIVACION TIPO C EN DIFERENTES MUTANTES T449. ..oiiviiiieeiiiiereeniiieeeessireee e e 22

FIGURA 6. CORRIENTES PRODUCIDAS POR DEPOLARIZACIONES CON INCREMENTOS DE 30MV P1Y P3 SON IGUALES. P2 SON
60MV. B. CORRIENTE MEDIDA DONDE SENALA EL ASTERISCO, EN FUNCION DEL VOLTAJE APLICADO EN P1. (KLEMIC Y COL.,

R 1S T SRS 24
FIGURA 7. (A) PROTOCOLO DE RECUPERACION A -90MV. (B) CURSO TEMPORAL DE LA INACTIVACION CALCULADO COMO LA

CORRIENTE EN P3 ENTRE LA CORRIENTE EN P1 EN FUNCION DEL TIEMPO EN UNA ESCALA LOGARITMICA. ....ccvvveeevreennneen. 26
FIGURA 8. CURVAS |-V DEL HEMKCA (PROMEDIO + SD) CONSTRUIDAS A PARTIR DE REGISTROS DE PARCHES DE MEMBRANA

EXPUESTOS A CONDICIONES SIMETRICAS DE K™ (NEGRO) O RB" (R0JO). (EXTRAIDO DE ROMERO L.O., 2016)................. 30

FIGURA 9. POSIBLE ESQUEMA DE COMO ES LA FORMACION DEL SELLO. EN LA IMAGEN SE PUEDE OBSERVAR QUE LA FORMA DE LA
PIPETA CONSISTE EN PAREDES CASI PARALELAS. LA ULTIMA IMAGEN MUESTRA EL PATCH YA EN LA CONFIGURACION “INSIDE-

OUT”, DESPUES DE FORMADO EL SELLD. .evvvvvvvrrrrrssssssssnniaeeseeseeesseessssesessssssssssssssssnnsseeeesesseessssssesssssssssssssssnnns 34
FIGURA 10. REGISTRO DE LA ACTIVIDAD DEL CANAL HEMKCA EN SOLUCION NORMAL A -60 MV. SE PUEDE APRECIAR COMO LA
ACTIVIDAD DISMINUYE CON EL TIEMPO. EN ESTE REGISTRO TENEMOS AL MENOS 5 CANALES.....cceiiuveireerirreeesivreeaaennns 39
FIGURA 11. PROBABILIDAD DE APERTURA EN INTERVALOS DE 10 S DEL HEMKCA EN SOLUCION NORMAL A -60 MV. SE PUEDE
APRECIAR COMO LA PO DISMINUYE EN EL TIEMPO. ESTE HISTOGRAMA CORRESPONDE AL REGISTRO DE LA FIGURA 10. ...... 40
FIGURA 12. CADA PUNTO REPRESENTA LA PO NORMALIZADA PROMEDIO EN CADA MINUTO DE TODOS LOS REGISTROS OBTENIDOS A
80 MV (ROMBOS), 60 MV (CUADROS), -60 MV (TRIANGULOS) Y =80 MV (EQUIS). .eeuvrrrrrrrereeeeeeeesicenvnnnreeeeeaaeaaenns 43
FIGURA 13. GRAFICO DE CAJAY BIGOTES DEL PORCENTAJE DE LA PO EN LOS ULTIMOS DOS MINUTOS DE REGISTRO, RESPECTO A LOS
DOS PRIMEROS IMINUTOS. 11veeetuutreeeesaussreessssuseesssssssseesssssssesesssssssesssnssesesssssssssssnssessssnssssesssssssssessssssseesssnseees 44

FIGURA 14. EN LA FIGURA A SE OBSERVA EL CURSO TEMPORAL DE LA CORRIENTE ESTANDARIZADA EN GRIS OSCURO PARA LA
CONDICION K, Y EN GRIS CLARO PARA RB". LAS CURVAS FUERON CONSTRUIDAS A PARTIR DEL AJUSTE EXPONENCIAL DE LAS
CORRIENTES TOTALES QUE SE OBTIENEN AL SUMAR TODOS LOS REGISTROS QUE SE TOMARON EN CUENTA PARA CADA
CONDICION (PANELES B 'Y C) Y LUEGO CADA VALOR SE ESTANDARIZO CON AQUEL A TIEMPO CERO. EN LA FIGURA B VEMOS LA
CORRIENTE TOTAL PARA K, Y EN C LA DE RB . tveveeteeeeeeet et et e e eeeeeeteeeeeeeeneeneeteenessensensenseneeneeneaneasesnensenneneas 47

FIGURA 15. CADA PUNTO REPRESENTA LA PO PROMEDIO NORMALIZADA DE CADA MINUTO DE TODOS LOS REGISTROS OBTENIDOS
CON SOLUCION DE RB* (CUADROS) Y K™ (ROMBOS). v.eveveeeereeeereeeeueeeeeeeeeeeteseeeeseseeneeseneeeeneeseseseneneeneneeneesenessenens 48

FIGURA 16. (IzQUIERDA) EFECTO DE LA DISMINUCION DEL CA”* INTRACELULAR DESDE 1 MM HASTA 100 NM. (DERECHA)
RELACION ENTRE LA NPO NORMALIZADA DEL CANAL, Y EL LOGARITMO DE LA CONCENTRACION DE CA”" INTRACELULAR.
(TOMADO DE ROMERO Y ZAMBRANO, 2008) ...eeeeeuriieeeiiireeeeeetireeessisreeessssrseesesasssessesssssseessssssessesssssasessnnssens 50

FIGURA 17. CADA PUNTO REPRESENTA LA PO PROMEDIO NORMALIZADA EN CADA MINUTO DE TODOS LOS REGISTROS OBTENIDOS A
UNA CONCENTRACION DE 0,1 MM (ROMBOS), 1 MM (CUADROS), Y 10 MM DE CA2" (TRIANGULOS) .....cvvrveereereeeenee. 51



indice de Tablas

TABLA 1. COMPOSICION DE LAS SOLUCIONES EXPERIMENTALES. LA SOLUCION NORMAL QUE SE DESCRIBE SE UTILIZO TANTO PARA

ESTUDIAR EL EFECTO DEL POTENCIAL, COMO PARA EL DE CONCENTRACION MEDIA DE CA2+. covovviiieeeiiiieeeeeirieee e s 33
TABLA 2. NUMERO DE REGISTROS TOMADOS A CADA POTENCIAL. v.vvvvvuuuuuunnaaeseeeeseeeeeseseeeeeesesmssssnsssnssnsssssssssssssssseasseessees 42
TABLA 3. CONDUCTANCIA DEL HEMKCA EN FUNCION DEL POTENCIAL EN SOLUCION NORMAL (CONDICIONES SIMETRICAS). EL

VALOR G, FUE CALCULADO A PARTIR DE LA CORRIENTE OBTENIDA PARA CADA POTENCIAL. ...uuvvveeeesureeeessneneeesssnneeeesnnns 42
TABLA 4. DATOS SOBRE LA MEDIANA Y LA DISPERSION DEL PORCENTAJE DE LA PO ENTRE 8-10 MINUTOS, RESPECTO A LA PO ENTRE

D=2 IMINUTOS. +vteeeeuureeeeenusrteeesssereessssrteesssussseessasssteessssstseessasssseesssussseessnsssseesssssseessssseeessnsssseesssnsseessnns 45
TABLA 5. NUMERO DE REGISTROS TOMADOS EN SOLUCION DE K+ Y RBH. ..uuieeiiieeiiiiieceiceceeeeeeettessse e e e e e e e e e e e aeeeeeenens 46

TABLA 6. NUMERO DE REGISTROS TOMADOS A DISTINTAS CONCENTRACIONES DE CAZ2+...ccvuuiiiineeiiieeeiiieeeerieeeereeeeieeranneenns 50



Introduccion

Canales Idnicos

Los canales son proteinas integrales de membrana que permiten el flujo i6nico a
favor de su gradiente electroquimico. Estas proteinas exhiben tres caracteristicas
esenciales: (i) su tasa de conduccion es muy rapida (107-108iones/segundo) (ii)
Muchos canales i6nicos son altamente selectivos y (iii) su funcion es regulada por

estimulos ambientales especificos que los abren o cierran (MacKinnon re., 2004).

Canales Mecanosensibles

Los canales mecanosensibles son aquellos que a presion atmosférica, su
probabilidad de apertura es baja, mientras que al incrementar la presion mecanica

aplicada a la membrana, se produce la actividad (Chemin y col. , 2005).

Este tipo de canales cumplen un importante rol en los organismos vivos al
responder a estimulos mecanicos y, en respuesta a estos, permitir el paso de
solutos a través de la membrana. Los canales mecanosensibles funcionan como
interruptores en diversos procesos fisioldgicos como en el sentido del tacto, en la
audicién, propiocepcion, el control de turgor en las células vegetales y la
osmoregulacion en bacterias (Sukharev y col., 1997; Wood, 1999; Martinac, 2001)

(Perozo y col., 2002).

El canal mecanosensible mas estudiado es el MscL de Escherichia coli. Su
estructura en el estado cerrado muestra un pentamero cuyas subunidades son

iguales, y cada una posee dos segmentos transmembrana (Chang y col., 1998).



Experimentos de Patch Clamp muestran que el MscL se abre en respuesta a un
incremento en la presion transmembrana (Martinac, 1987), generando una

conductancia no selectiva grande de aproximadamente 3nS.

La apertura de canales como el MscL y el MscS por fuerzas mecanicas protege a
las células bacterianas de explotar cuando se enfrentan a choques hiposmoéticos.
La transmision de la fuerza en los canales bacterianos ocurre directamente a
través de la bicapa lipidica. A este tipo de activacion de los canales
mecanosensibles se refieren como “mecanismo de la bicapa” (Martinac, 2011).
Otros tipos de canales mecanosensibles requieren ademas, enlaces al
citoesqueleto para funcionar correctamente (p.e. TRP o Piezo) (Martinac, 2014).
En otras palabras la mecanotransduccidn en células animales puede involucrar
una variedad de mecanismos mecanosensores basados en el citoesqueleto y la
matriz extracelular como componentes celulares transductores de fuerza
(Hudspeth, 1989; citado por Martinac, 2014).

TRAAK y TREK-1 son ejemplos de canales de K* mecanoactivados. Fueron los
primeros canales de K* de doble poro clonados, presentes en mamiferos. Estos
canales de K* se activan por estiramiento de la membrana o por &acido
araquidénico (Maingre and col., 1999). TREK-1 fue el primer canal de K*
mecanoactivado en ser reconocido, y se sabe que su actividad incrementa unas

20 veces al subir la temperatura desde 22° hasta 42°C (Noél and col., 2009).



TREK-1 es activado también por acidos grasos poliinsaturados y se encuentra
activo a temperatura fisiolégica (Maingret y col., 2000).

Se dice que TREK-1 y TRAAK son una familia de canales de K* polimodales ya
que pueden ser regulados por diversos estimulos como los antes mencionados,
asi como también por osmolaridad, fosforilacion provocada por receptores
acoplados a proteinas G (Chemin y col., 2005), cationes anfipaticos, anestésicos

volatiles y agentes neuroprotectores (Lesage y Lazdunski, 2000).

Estructura y Clasificacion de los Canales de K*

Para dilucidar la estructura de los canales de K*, Doyle y col., en 1998 usaron
como modelo el canal de potasio de Strepfomyces lividans (KcsA), reportado por
Schempf y col. (1995), el cual es una proteina integral transmembrana similar a
todos los canales de potasio, en particular, en la region del poro. Usando
cristalografia de rayos X, se evidenciaron cuatro subunidades idénticas que
creaban un cono invertido que contenia el filtro de selectividad del poro en el
extremo terminal externo (Doyle y col., 1998). Este filtro de selectividad se
encontré que mide 12A de largo y es mas estrecho que el resto del poro, el cual
esta revestido por grupos hidréfobos que tienen minima interaccion con los iones
que difunden. Estas propiedades favorecen el paso de K+ al minimizar la distancia

a través de la cual el K* interactua fuertemente con el canal (Doyle y col., 1998).



En el centro del poro, existe una gran cavidad que le permite al ion superar la gran
barrera energética que representa atravesar la membrana lipidica. Esta barrera es
maxima en el centro de la membrana, pero la presencia de esta cavidad reduce
esta desestabilizacion rodeando al ion con moléculas de agua polarizables (Doyle

y col., 1998).

Aunque el canal de K* KcsA sea de dos segmentos transmembrana, su secuencia
aminoacidica es cercana a los de seis segmentos transmembrana de los

eucariotas, particularmente la secuencia en la regién del poro (Doyle y col., 1998).

La estructura del KcsA vista usando la técnica de cristalografia de rayos X con una
resolucion de 2,0 A, a una concentracién de 200 mM K+, revela ademas mudiltiples
sitios de unién en la via de permeacion: dos cerca del extremo extracelular, una en
el centro de la membrana en la cavidad y cuatro en el filtro de selectividad de 12A
(Zhou y col., 2001). Ademas, MacKinnon propuso que en el filtro de selectividad,
los iones K* se encontraban principalmente en dos configuraciones: K*-agua-K*-
agua (configuracion 1,3), y agua-K+-agua-K* (configuracion 2,4). Esto se debe a
que existen fuerzas electrostaticas entre los iones K* que impiden la interaccion

entre éstos.
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Figura 1. (a) Modelo de cintas representando las cuatro subunidades del KcsA. Cada subunidad
se encuentra en un tono distinto. (b) Representacion del KcsA sin las subunidades del frente y de
atras. Se muestran las hélices del poro en rojo, y el filtro de selectividad en amarillo. En el medio
se muestran los puntos de densidad electrénica que corresponderia a los sitios en los que puede

estar el K+ (Modificado de MacKinnon, 2004).

Los canales de K* en general pueden ser clasificados de distintas maneras, pero
la mas sencilla es la clasificacidn estructural: La secuenciacion casi completa del
genoma del nematodo Caenorhabditis elegants, permitié identificar mas de 80
genes de canales de K* (Bargmann, 1998), que se dividieron en tres grandes
clases estructurales: (i) los rectificadores hacia adentro con dos segmentos
transmembrana, y un solo dominio P (dominio del poro); (ii) Los de tipo Shaker,

con seis segmentos transmembrana y un solo dominio P vy (iii) los de dos dominios



P con cuatro segmentos transmembrana (Wei y col, 1996;), siendo estos ultimos la

clase estructural mas grande (cerca de 50 genes) (Maingred y col., 1999).

Canalesde K~

{1 )

2TM - Kir 4TM -2 Poros Voltaje-dependientes Slo

(3

i

Familia

Figura 2 Familias de canales de K* de acuerdo a la estructura de sus subunidades seglin Gonzalez
y col. (2012) (Modificado de Gonzalez y col., 2012).

Ademas, a medida que se fue dilucidando la secuencia genética de los diferentes
tipos de canales de K* se evidencié que éstos comparten una caracteristica en
comun a pesar de las diferencias estructurales, y es que la secuencia
aminoacidica involucrada en la selectividad de estos canales se conserva. Esta
secuencia firma de los canales de K* es la responsable de que a través del canal
fluyan primordialmente iones K* y no otros iones. Esta secuencia (TVGYG) forma

el filtro de selectividad que se ubica en el tercio extracelular del canal.

Esta secuencia de aminoacidos se arregla de manera que las subunidades se
unen formando un conducto estrecho que consiste en cuatro sitios de uniéon a K+
igualmente espaciados entre si, enumerados del uno al cuatro desde el lado
extracelular. Cada sitio de union es una caja formada por ocho oxigenos ubicados

en los vértices de un cubo. (MacKinnon re., 2004).



Los oxigenos que rodean al K* en el filtro de selectividad se encuentran
justamente a la distancia en la que se ubicarian los oxigenos de las moléculas de
agua que, de estar hidratado, formarian la capa de solvatacion del K*. Por tanto el

costo energético de deshidratarlo es relativamente bajo (MacKinnon re., 2004)

Los iones K* solo pueden estar en las posiciones 1y 3, o en 2 y 4 como se
menciond anteriormente; ya que las fuerzas electrostaticas entre ellos presentan
un impedimento estérico que evita que cuatro iones K+ ocupen el canal al mismo
tiempo. Al unirse el segundo K* a su sitio de union, parte de su energia de enlace
se gasta en efectuar un cambio conformacional, que trae como resultado que

ambos iones pierdan afinidad, favoreciendo altas tasas de conduccién.

Una evidencia clave sobre este tema fue presentada en 2004 por Zhou y
MaKinnon. Ellos mostraron que una mutacion en la “posicion 4” del filtro de
selectividad, influenciaba la estadia del idn K* en la posicion 2. Si los iones K*
tendieran a estar en configuraciones especificas, esto explicaria por qué una
mutacidén en la posicion 4 afectaria la ocupacion en la posicion dos. De hecho,
cuando tenemos la mutacidén presente, el idbn K* conduce de manera similar a
como lo hace el Rb* en el KcsA silvestre. El idon Rb* también es capaz de pasar a
través de los canales de K+, pero para la mayoria de éstos, conduce menos

corriente. Por ello se estudidé también como la mutacion afectaria su conduccion,



sin embargo se observéo que la mutacidn en la posicion 4 no afectaba la

conduccion para el Rb*

Conduccion para Rb* en los canales de K*

Los canales de K* excluyen a los cationes metalicos alcalinos mas pequefos
como el Li* (radio iénico 0,60A) y el Na* (radio iénico 0,95A) gracias a su filtro de
selectividad. Sin embargo, el Rb* (radio i6nico 1,48A) si puede permear a través
de ellos ya que de hecho el Rb* es casi un perfecto analogo de K* (radio i6nico
1,33A), debido a que su tamafio y sus caracteristicas de permeabilidad son muy

similares a las del K* (Doyle y col., 1998).

Mapas de densidad electrénica en un plano, realizados a lo largo del filtro de
selectividad de KcsA, con 5 mM de Rb*, muestran un maximo en las posiciones 1
y 4 del filtro. Al aumentar la concentracién de Rb*, el perfil cambia: el maximo
cercano a la posicion 1 casi dobla su tamano. Ademas un maximo aparece en la
posicién 3, mientras que el de la posicion 4 disminuye en tamano. No se observo
maximo alguno en la posicién 2 (Jodo y col., 2001). Esto contrasta con los sitios
de unién de K* en donde este ion se encuentra ya sea en las posiciones 1y 3, 0
en las posiciones 2 y 4, como se habia mencionado. Jodo y col. encuentra que
ambas configuraciones estan balanceadas energéticamente, es decir, que se dan
con igual frecuencia. Ellos proponen que esto podria ser el resultado de la

optimizacién evolutiva de la tasa a la cual difunden los iones K+ a través del poro.



Asi mismo, este mecanismo no esta adaptado a la conduccion de Rb*, asi que la
pequeia diferencia energética entre las configuraciones 1-3, y 1-4 al parecer crea
un desbalance con sus respectivas consecuencias cinéticas: el Rb* no conduce

tan eficientemente como el K+ (Jo&o y col., 2001).

La conduccion del Rb* a través de los canales de K* ha sido estudiada
extensivamente. En la mayoria de los canales de K*, incluyendo KcsA, el Rb* no
conduce corriente tan eficientemente como lo hace el K+, especialmente a altas

concentraciones del ion respectivo.

En experimentos hechos usando cristalografia, se muestra que el Rb* se une solo
a tres posiciones en el filtro de selectividad (Zhou y Mackinnon, 2003),
correspondientes a las posiciones 1, 3 y 4; tal como observaron Joao y col. Esto
es consistente con una combinacion de configuraciones 1-3 y 1-4 (Zhou y

MacKinnon, 2004).

Los Eritrocitos Humanos

Los eritrocitos humanos son células biconcavas con una vida media de 120 dias.
Son células anucleadas, por lo cual no pueden ir a un proceso de apoptosis
clasica. En esta célula, asi como en muchas otras eucariotas, los fosfolipidos de la
membrana estan distribuidos de manera asimétrica. La membrana de los
eritrocitos esta compuesta por tres estructuras principales: (i) la bicapa lipidica

compuesta por fosfolipidos y colesterol no esterificado, (ii) proteinas



transmembranas integrales que abarcan la membrana y estan embebidas en la
bicapa lipidica y (iii) el esqueleto de la membrana. Los niveles elevados de Ca2*
intracelular, tal como ocurre durante la senescencia de los eritrocitos, causa la

pérdida de la asimetria de los fosfolipidos.

Canales Descritos en la Membrana del Eritrocito Humano

Conductancias Catidnicas

El Canal Gardos

El canal Gardos fue el primero en ser descrito en la membrana de eritrocitos. Su
actividad fue evidenciada por primera vez en 1958 cuando Gardos encontré que
existia un eflujo de K+ dependiente del Ca2* intracelular; este efecto es conocido
como “Efecto Gardos”. (Gardos, 1958). Finalmente en 1983 se logra registrar el
canal responsable de este efecto a nivel de canal unitario, requiriéndose para su
activacion al menos 0,5 uM de Ca2* en la cara intracelular de la membrana y K* en

la cara extracelular de ésta (Grygorczyk y Schwarz, 1983).

Grygorczyk y Schwarz (1985) encontraron que la sustitucién de todo el K+ por Rb*
en la solucién de la pipeta, reduce la conductancia del canal en aproximadamente
un 50%. Ademas se encontré que mientras mas grande era la fuerza motriz de la
corriente hacia el interior celular, mayor era la reduccion de la corriente comparada
con la corriente producida cuando se us6 una solucion unicamente con K+ en la

pipeta, sugiriendo una inhibicion ligeramente dependiente de voltaje. Los
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resultados obtenidos en este estudio permitieron calcular un limite inferior para la
relacion de permeabilidad entre ambos iones (Pro:Pk) de 1:1,3 (Grygorczyk y

Schwarz, 1985).

Este canal ha sido caracterizado con respecto a la rectificacion y la selectividad
usando la técnica Patch Clamp en su configuracion inside-out, en condiciones
simétricas de K*, Rb* y NH4*. La curva i-V (figura 3) muestra que el canal presenta
una rectificacion hacia adentro muy pronunciada en condiciones simétricas de K*,

pero que es apenas detectable en Rb* (Christophersen, 1991)

Rh' e—e iy (pAIl
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Figura 3. Curva IV obtenida en condiciones simétricas con K*, NH," 6 Rb*. En la imagen se observa
como el canal Gardos presenta rectificacidon hacia adentro (Obtenido de Christophersen, 1991)

Canal Cationico no Selectivo dependiente de voltaje

Halperin y col., en 1989 proponen un canal catiénico activado por voltaje en la

membrana de eritrocitos humanos, basados en experimentos de flujo en
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soluciones de baja fuerza ionica, causando la depolarizacion de la membrana de
los glébulos rojos. Pero la primera evidencia de éste fue encontrada hasta 1991
por Christophersen y Bennekou, quienes identificaron un canal catidbnico no

selectivo en la membrana del eritrocito humano, usando la técnica “patch clamp”.

En el ano 2000, Kaestner y col. demostraron que la dependencia de voltaje de la
probabilidad de apertura de este canal se modifica de manera critica por el
protocolo experimental. Sus resultados muestran una activacion dependiente de

potencial tipo histéresis (Keastner y col., 2000).

Este canal es permeable tanto a cationes monovalentes, como a cationes
divalentes que incluyen el Ca2t, el Ba2* y el Mg2* (Christophersen y Bennekou,
1991), y puede ser activado por agonistas de los receptores de acetilcolina, como
acetilcolina (ACh), carbacol y nicotina, por lo cual se propone que éste canal esta
acoplado a un receptor de Ach de tipo nicotinico (Bennekou, 1993).

Canal Cationico no-selectivo no-dependiente de voltaje

En 2001, Huber y col. reportan la existencia de un canal catidénico no selectivo,
independiente de voltaje, que se activa en respuesta a la disminucién de volumen
de la célula, y es inhibido por incrementos de volumen, y por el aumento de Cl-

citosolico.

Por otro lado, en 2002, Duranton y col. estudian los cambios en la permeabilidad

de la membrana de eritrocitos, en respuesta al estrés oxidativo. Ellos encontraron
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que la poblacién de eritrocitos control presentaba cierta conductancia a cationes, y
que ésta se incrementaba al doble en eritrocitos oxidados. Esta conductancia
mostro ser sensible a la concentracion extracelular de Cl-

Psicke

Es una permeabilidad cationica anormal denominada Psickie por ser encontrada en
eritrocitos de personas que sufren anemia falciforme (Sickle cell disease). Ha sido
descrita desde un punto de vista funcional, pero nunca a un nivel molecular. Psickie
es una via de permeabilidad poco selectiva para pequeinos cationes inorganicos

tanto monovalentes, como divalentes (Bouyer y col. re., 2012)

Conductancias Anionicas

Canal Anidnico Mecanosensible y Canal Anidnico Rectificador hacia
Afuera

En el afio 2000, Desay y col., estudiaron la permeabilidad de eritrocitos infectados
con el parasito de la malaria, usando la técnica de patch-clamp en su
configuracion “whole-cell” (célula entera). Encontraron que los eritrocitos sanos
tenian conductancias 6hmicas en “whole-cell” de menos de 100 pS. En contraste,
los eritrocitos infectados con trofozoitos exhibian corrientes 150 veces mas
grandes, dependientes de voltaje y no saturables.

Estas corrientes eran llevadas predominantemente por aniones y abolidas por
bloqueadores de canales. También notaron que exhibian rectificacion hacia

adentro, aun en medios simétricos, indicando voltaje-dependencia o rectificacion
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de una o mas vias de transporte en la membrana. Ellos encontraron que las
corrientes eran abolidas al anadir 125 uM de furosemida en el baio.

Examinando la selectividad idnica de esta via aplicando un gradiente de NaCl a
través de la membrana, encontraron que el potencial de reversién era cercano al
Potencial de Nernst para el ClI- en ese experimento. Esto les indico gran
selectividad del CI- sobre Na*.

Entonces la pregunta que faltaba responder era si estos canales eran endégenos
del eritrocito o si derivaban del parasito. En 2011 Thomas y col., usaron la técnica
de Patch Clamp para estudiar glébulos rojos de aves infectados con P.
gallinaceum y encontraron que este parasito regulaba las vias ya existentes en la
membrana del eritrocito hospedador. Esto los llevd a pensar que las pequenas
conductancias anionicas reportadas por Desay en el afno 2000, también eran
componentes endogenos de la membrana de eritrocitos. Asi que en 2002, Egée y
colaboradores compararon canales anionicos inducidos por P. falciparum vy
canales endogenos del eritrocito usando la técnica de Patch Clamp y encontraron
que los eritrocitos no infectados poseian dos canales anidnicos inactivos (uno de
baja conductancia, activado por estiramiento de la membrana y otro rectificador
hacia fuera). Los datos obtenidos son consistentes con la hipétesis de que el canal
de conductancia linear (el primero mencionado) es activado por el P. falciparum

(Egée vy col., 2002). Ese mismo ano, Huber y col. encuentran que la manera en
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que P. falciparum activa canales enddgenos del eritrocito, es aplicando estrés
oxidativo a la membrana de la célula hospedadora.

El Canal Aniénico Voltaje Dependiente

El canal anidnico voltaje-dependiente, llamado también VDAC por sus siglas en
inglés; es una proteina con propiedades estructurales y funcionales bien
conservadas, a pesar de la gran variacion que presenta en su secuencia
(Shoshan-Barmatz y col., 2010).

Mucha de la informacion que se maneja del VDAC ha sido obtenida de proteinas
mitocondriales usando reconstruccion artificial en membranas o en liposomas. En
éstas condiciones, la proteina es estable y se mantiene abierta a bajos voltajes,
como entre £10 mV (Thomas y col. re, 2011).

Canal de Cloruro de Baja Conductancia

Un canal de cloruro de 5pS de conductancia ha sido encontrado en reportes
electrofisioldgicos. Este canal exhibe largos periodos de apertura separados por
largos periodos de cierre (Bouyer y col., 2006), mostrando las caracteristicas del
canal anionico encontrado en estudios previos con células infectadas con
Plasmodium falciparum. Se cree que este canal de pequena conductancia podria
contribuir a la conductancia aniénica basal de los eritrocitos y estar involucrado en

la regulacién de su volumen (Bouyer y col., 2007).
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Antecedentes
Inactivacion
Para hacer referencia a los canales idnicos, hablamos de 4 procesos
fundamentales: la activacion y desactivacion, que se relacionan con la apertura del
canal en presencia de un estimulo especifico, y su cierre en la ausencia de éste,
respectivamente. También hablamos de la inactivacion, definida como un estado
no conductor del canal; y de la recuperacion de la inactivacion, precisamente

como la salida de este estado.

La inactivacion se diferencia de la desactivacion, en que puede mantener al canal
en un estado no conductor, aun en presencia del estimulo activador (Jamieson,

2014).

Muchos canales de K* voltaje-dependientes se abren en respuesta a la
depolarizacion y entran en un estado no conductor de larga duracion (estado
inactivado), del cual, como ya se definid, no pueden salir aun si se despolariza.
Las tasas de inactivacion varian desde milisegundos a segundos entre los
diferentes miembros de esta clase de canales. Estas variaciones afectan la
generacion, propagacion e integracion de sefales eléctricas entre las células

(Demo y Yellen, 1991).

Hasta la fecha han sido descritas 3 tipos de inactivacién: La tipo N, la tipo C, y la

tipo U. Todas han sido estudiadas hasta la fecha en canales voltaje-dependientes.
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Inactivaciéon Tipo N

El canal de K+ Shaker se activa en respuesta a la depolarizacion de la membrana.
Luego de que esto ocurre entra en un estado no conductor, es decir, se inactiva.
En 1990, Hoshi usa mutagénesis sitiodirigida y obtiene registros tipo canal unitario
del canal Shaker expresado en oocitos de Xenopus sp., utilizando la técnica
Patch-Clamp. De esta forma, estudia las transiciones moleculares que se dan
detras de esta inactivacién y encuentra que existe un dominio citoplasmatico

implicado en el proceso.

Se propone que la inactivacion del Shaker ocurre por un mecanismo tipo “bola y
cadena”, planteado por primera vez por Bezanilla y Armstrong (1977), quienes
estudiaron canales de Na*. Segun este modelo, el extremo N-terminal del canal,
se comporta como un bloqueador unido al lado citoplasmatico, que ocluye

directamente el poro, causando la inactivacion.

En 1991, Demo vy Yellen encuentran evidencia de que efectivamente el extremo
N-terminal del Shaker funciona como un bloqueador Interno. Esto lo logran
empleando un protocolo que consistié en aplicar dos pulsos de voltaje de 20 ms
cada uno, desde -80 mV hasta *60 mV separados por un periodo hiperpolarizante
de recuperacién (-80mV). La duracion del paso hiperpolarizante variaba desde 4 a
116ms, en paso de 8 ms. Durante el primer pulso, los canales se abrian y se

inactivaban. Durante el segundo pulso se determinaba la fraccion de los canales
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que se habian recuperado de la inactivacién. Encontraron que la recuperacion se
da mas rapidamente en altas concentraciones de K+* extracelular como se observa
en la figura 4. Ellos interpretan que los iones K* entran profundamente en el canal,
expulsando la particula que lo bloquea. Esta teoria es consistente con el hecho de
que la recuperacion es voltaje-dependiente: la hiperpolarizacion acelera el

proceso.

+
2mMK*, 160 mM K7

20 ma

Figura 4. Recuperacion de la inactivaciéon a 2mM de K" intracelular (izq.) y a 160mM de K*
extracelular (der.). Nétese la diferencia en escalas entre las imagenes, que pone atin mas en
evidencia la drastica diferencia entre las tasas de recuperacion a distintas concentraciones de K*
extracelular.

La recuperacion a bajas concentraciones de K* extracelular es mas complicada
puesto que sigue un curso temporal con una doble exponencial, ya que posee una
fase rapida, que podria deberse a la salida de la particula bloqueante del poro; y
una fase lenta. Se cree que esta fase lenta tiene que ver con una inactivacion
lenta, exhibida por este canal. Esta es distinta al mecanismo rapido que hemos
estado discutiendo, el cual es conocido como inactivacion tipo N, por relacionarse

con el extremo N-terminal del canal.
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Inactivacién Tipo C

En 1993, Lopez-Barneo y col., evaluan este otro tipo de inactivacion del Shaker,
llamado inactivacion tipo C, y encuentra que al incrementar las concentraciones de
K* extracelular, ocurre mas lentamente. Los resultados obtenidos son consistentes
con un modelo tipo “pie en la puerta”, en el cual la ocupacion por un cation

monovalente en un sitio en el poro, impide la inactivacion.

Este tipo de modelo fue propuesto por primera vez para canales de K* en 1981 por
Swenson y Armstrong, quienes experimentaron con axén gigante de calamar
perfundidos internamente. La solucion externa estaba compuesta en principio por
440 mM NaCl, 50 mM CaCl2 y 10 mM Tris-Cl, luego se reemplazé 100 mM de
NaCl por 100 mM de KCI, posteriormente se reemplazé por 100 mM de RbCl, y
finalmente se retorno a la solucién original, de manera de evaluar la reversibilidad.
Encontraron que tanto el K* como el Rb* retardaban el cierre de los canales, ya
que actuaban como “el pie”. La sustitucién equimolar por K* retardaba el cierre de
los canales por un factor de 1,7 comparado con un medio solo con Na*; mientras
que el Rb* retardaba el cierre por un factor de 2,9. Esto lo atribuyeron al hecho de
que el Rb* permanecia mas tiempo en el interior del canal. El efecto del medio

externo fue siempre reversible.

Swenson y Armstrong especulan que el sitio donde el K* y el Rb* actuan como

“estorbos” al cierre del canal podria encontrarse cerca del extremo interno del
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canal, ya que en este lugar se encuentran los sitios de unién para algunos
cationes bloqueantes que impiden el cierre del canal, como el tetraetilamonio
(TEA). Asi mismo, el Ba2* ocupa un sitio cerca del extremo externo del canal y
parece tener el efecto contrario: estabiliza la configuracién cerrada. Ademas, el
lugar donde se retarda el cierre en canales de acetilcolina se piensa que esta

cerca del extremo interno (Swenson y Armstrong, 1981).

Lépez-Barneo y col.,, (1993) estudiaron los efectos de distintos cationes
monovalentes en el lado externo del canal, sobre el curso temporal de la
inactivacion tipo C usando el canal ShBA6-46 (una mutacion del canal Shaker), en
el cual el extremo N-terminal ha sido eliminado, por lo que permite estudiar la
inactivacion C de manera aislada de la inactivacién tipo N. Encontraron que el K*y
el Rb*, ambos facilmente permeables, retardan mas la inactivacion que otros iones
menos permeables como el NH4*, Cs* o Na*. Sin embargo, estos cationes si
tienen un efecto sobre la inactivacién tipo C, ya que al reemplazar todos los
cationes monovalentes por N-metilglutamina (NMG), que es un ion grande e
impermeable, se produce una aceleracién en la cinética de inactivacion. EIl curso
temporal de la inactivacion no se vio alterado por el reemplazo de Ca2* por Mg2* o
por la breve eliminacién de todos los cationes divalentes externos (Lopez-Barneo y

col. 1993).
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Tal como se muestra en la figura 5, este estudio también se encontr6 que la
sustitucion de aminoacidos en la posicion 449 de la regidn del poro, resultaba en
canales mutantes cuyas cinéticas durante la inactivacion tipo C diferian en mas de
tres 6rdenes de magnitud y exhibian una sensibilidad variable a cationes externos
(Lépez-Barneo y col.,, 1993). Los experimentos consistieron en reemplazar la
treonina en la posicion 449, por tirosina, valina, histidina o lisina, que se
encuentran naturalmente en la locacion equivalente en los canales de potasio
Kv1.1, Kv1.2, Kv1.3 y Kv1.4 (Stimer y col 1989, citado por Lépez-Barneo y col.
1993). También se estudiaron mutantes con acido glutamico y alanina, de manera
de evaluar los efectos de aminoacidos cargados negativamente y con cadenas

laterales pequenas.
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Figura 5. Curso temporal de la inactivacidn tipo C en diferentes mutantes T449.
Cuando la sustitucion era por aa cargados (glutamato o lisina), el curso temporal
de la inactivacién era cerca de 100 veces mas rapido en comparacion con el tipo
silvestre (Thr en la figura 5). En términos generales, la hidrofilicidad en esta
locacién aparentemente favorece la inactivacion. EI mutante T449A es una clara
excepcion ya que se inactiva mas rapidamente que T449 (silvestre) y T449H, a
pesar de que el aminoacido alanina es menos hidrofilico que la histidina o la
treonina. Los autores atribuyen este hecho al pequeno tamafno del aa alanina

(Lépez-Barneo y col., 1993).

La inactivacion tipo C es crucial en el control de los patrones de disparo en células

excitables y es fundamental en la determinacion de la duracion y frecuencia de los
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potenciales de accion cardiacos (Bean B.P., 2007; citado por Raghuraman vy col.,

2014).

Ademas, esta inactivacion es independiente del voltaje en un intervalo de -25-
*50mV, y no requiere que la inactivacién tipo N se mantenga intacta, aunque

parece estar parcialmente acoplada a ella (Hoshi y col., 1991).

En 2006, Ray y Deutsch estudian el efecto de cationes intracelulares sobre la
inactivacion tipo C usando un protocolo de dos pulsos similar al usado por Demo y
Yellen (1991). Al analizar sus resultados cuantificaron la fraccion de la corriente
generada durante el primer pulso que se observaba durante el segundo pulso.
Encontraron que el Cs* intracelular retrasa la recuperacion, pero el grado en que
la recuperacion es retrasada depende de la identidad del aminoacido en la

posicion 449.

Ray y Deutsch sugieren que cuando la compuerta de activacion de un canal
inactivado se cierra, un cation intracelular queda atrapado entre el final citosdlico
del filtro de selectividad y la compuerta de activacidn. Este catidn interactua con un
sitio de regulacion en el filtro, gobernando la tasa de recuperacion, la cual
depende de la identidad del catién, y se correlaciona con la conductancia de éste
a través del canal abierto ya que esto es una expresion de su habilidad para saltar

de un sitio a otro en el filtro de selectividad (Ray y Deutsch, 2006).
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Inactivacion Tipo U

Es otro tipo de inactivacion lenta y fue descrita por primera vez por Klemic y
colaboradores en 1998 en el canal Kv2.1, en el cual observaron que incluso
depolarizaciones leves, a las cuales la corriente no mostraba inactivacion,
producen una disminucion en la corriente en respuesta a depolarizaciones

posteriores.

En aquel estudio, que comenzd como un interés en la cinética de activacion del
canal kv2.1, se observo qué la corriente producida tendia a variar a lo largo de
depolarizaciones consecutivas, reflejando una posible inactivacion (o run-down).
Este fendmeno se evidenciéo aun mas al aplicar un protocolo de tres pulsos. El
primer pulso (P1) variaba entre -90 mV hasta 90 mV en pasos de 30 mV. El

segundo pulso (P2) era a 60 mV; y el tercero (P3) era idéntico al primero.

+90: £  P2(s60mv) P8

=" —

- ‘60 mV

Figura 6. Corrientes producidas por depolarizaciones con incrementos de 30mV P1y P3 son
iguales. P2 son 60mV. B. Corriente medida donde sefiala el asterisco, en funcidon del voltaje
aplicado en P1. (Klemic y col., 1998)
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Lo que muestra la figura 6, es que al final del segundo pulso, las corrientes son
distintas pese a que en todos los casos el valor de P2 fue de 60 mV; no solo eso,
sino que al graficar el valor de la corriente en ese instante (al final del segundo
pulso como sefala el asterisco), contra el voltaje durante P1, se encuentra que la
corriente fue menor después de pulsos a voltajes intermedios, mostrando una

dependencia de voltaje en forma de “U” (Fig 6. B).

Este tipo de inactivacion ocurre en escala de segundos, y al contrario de la
inactivacion tipo C, la cual ocurre a altas depolarizaciones, se observa que la tipo
U es mas bien favorecida a depolarizaciones a voltajes intermedios, e incluso a

voltajes que no son suficientes como para activar el canal.

Klemic y col. usaron de nuevo un protocolo de tres pulsos para estudiar la
recuperacion de la inactivacion del canal Kv2.1. Partiendo desde el voltaje de
prueba (desde -140 hasta -90 mV), se daba un primer pulso de 80 mV, un
segundo pulso a 0 mV, y el tercero idéntico al primero, tal y como se observa en la

figura 7 para el valor de -90mV.
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Figura 7. (A) Protocolo de recuperacion a -90mV. (B) Curso temporal de la inactivacién calculado
como la corriente en P3 entre la corriente en P1 en funcién del tiempo en una escala
logaritmica.

Con esto se observd que su recuperacion puede ser rapida y que depende

fuertemente del voltaje.

En contraste con la inactivacion tipo C, las altas concentraciones de K+
extracelular acelera ligeramente la inactivacion tipo U; ademas TEA tiene poco

efecto sobre ésta. (Klemic y col., 1998).

Un aspecto curioso es que un ciclo de pulsos depolarizantes causa mas
inactivacion que un solo pulso de la misma duracion. Se propone que este tipo de

inactivacion ocurre preferencialmente en un estado intermedio cerrado del canal

(Klemic y col., 1998).
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Senescencia del Eritrocifto

Los eritrocitos humanos al no poseer nucleo, no pueden pasar por un proceso de
muerte celular programada como el resto de las células; y sin embargo cada
eritrocito vive alrededor de 120 dias. Esto evidencia que existe un mecanismo que
‘cuenta” el tiempo, permitiendo que se dé el proceso de senescencia de esta

célula.

Se ha observado que la concentracion intracelular de Ca2* aumenta a medida que
el eritrocito envejece (Romero y Whittan, 1971), y este aumento progresivo se le

ha visto asociado al proceso de senescencia.

Se piensa que llegado un punto, el nivel de Ca?* intracelular activa al canal Gardos
(el canal de K* activado por Ca?*); y éste permite la fuga del K* intracelular, el cual
saldria acompanado por Cl-, y esto a su vez traeria como consecuencia la pérdida
de agua como mecanismo para mantener el balance osmdético. Todo esto deriva
en un aumento de la densidad de la célula. Una célula mas densa se traduce en

una célula mas sensible al estrés mecanico.

Sin embargo, aun permanece la incognita de cdmo es que el Ca2* aumenta en un
principio. Actualmente existen varias hipotesis que intentan explicar este hecho.
Una de ellas sugiere la existencia de un canal de Ca2* mecanosensible, el cual
seria activado por el estrés mecanico al cual el eritrocito esta sometido
regularmente durante toda su vida al pasar por los capilares sanguineos (Romero
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y Romero, 1999). La activaciéon periddica de este canal provocaria un aumento
transitorio en las concentraciones de Ca?* intracelular, el cual produciria la
activacion de calpainas y protein-kinasas, que haria de las bombas de Ca?* un
sistema menos eficiente en extraer el Ca2* intracelular. Al salir del capilar, el
eritrocito recuperaria sus niveles normales de Ca2* gracias a la accion de la

bomba de Caz* (Romero, 2004).

Sin embargo, hasta la fecha aun no hay evidencia electrofisiolégica de tal canal de

Ca?* mecanosensible en los eritrocitos.

La Hipdtesis del K*

En nuestro laboratorio se propuso una hipétesis para explicar este aumento de
Ca?* intracelular, basada en dos mecanismos novedosos en el eritrocito: En 2004,
Romero reporta la existencia de un canal de K* mecanosensible, modulado por
Ca?*, al cual llama HEMKCA (HEMKCA: Human Erythrocyte Mechano-Active K*

Channel), y de un intercambiador K+/CaZ2*.

Romero propone que el HEMKCA se activa cuando el eritrocito pasa a través del
lecho capilar, dejando salir el K*. Esto produciria que la célula se hiperpolarizara,
activando al intercambiador K*/Ca2?*; el cual es voltaje-dependiente. Este

intercambiador permitiria la entrada de Ca?*, y contribuiria con la salida de K+*.
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Cada vez que el Ca?* aumenta en el eritrocito las bombas de Ca2* se ven
afectadas por efecto de la activacién de las calpainas. Asi, en cada ciclo la
actividad de las bombas es menos eficiente manteniendo los niveles de Ca?*
intracelular normales, por lo que podemos pensar que el tiempo que éstas
demoran en devolver el Ca%* a sus concentraciones normales es mayor, y por

tanto, éste causa mas estragos cada vez.

Lo descrito anteriormente supone un mecanismo de como ocurre la senescencia
en los eritrocitos. El aumento de Ca?* se presume como un proceso que va en
aumento y que, alrededor del dia 120 en promedio, dispara la sefal para el retiro

de la célula del torrente sanguineo.

El Canal HEMCKA

El canal mecano-activado de K*, o HEMCKA por sus siglas en inglés, es un canal
del eritrocito humano reportado por Romero en el 2004. Su probabilidad de
apertura muestra una dependencia sigmoidal con la presion. Asi, su conductancia
media es de 17pS (Romero, 2004) y es modulado por Ca2* (Romero y Zambrano,

2008).

Respecto a la modulaciéon por parte del Ca2* de la actividad de HEMCKA, se
encontr6 que un incremento desde 10 pM hasta 100 uM, incrementa la
probabilidad de apertura unas 20-30 veces. Este efecto muestra saturacién a altas
concentraciones de Ca2* (100 yM aprox.) y no es dependiente del potencial de
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membrana. Por otro lado, el incremento de probabilidad de apertura parece no
estar relacionada con cambios en el tiempo medio en que el canal permanece

abierto (Romero y Zambrano, 2008).

Respecto a la permeabilidad del canal HEMKCA se determind que éste es

permeable a Rb*, e impermeable a Na*, Li* o Cs* (Romero, L. O., 2016).

Se ha reportado también que existe una ligera dependencia de la Po del HEMKCA con la

polaridad del potencial de membrana (Romero L.O., 2016)
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Figura 8. Curvas I-V del HEMKCA (Promedio * SD) construidas a partir de registros de parches de
membrana expuestos a condiciones simétricas de K* (negro) o Rb* (rojo). (Extraido de Romero
L.O., 2016)

La selectividad del HEMKCA fue estudiada bajo condiciones bi-i6bnicas con 150mM

de la sal de prueba en la pipeta, consiguiéndose una secuencia de selectividad de
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: K+ (1) >Rb* (1,49) > Cs* (16,36) > Li* (22,53) > Na* (34,95); y para la condicion
en la cual la sal de prueba fue colocada en la camara experimental se obtuvo una
secuencia de selectividad de K* (1) > Rb* (2,05) > Cs* (5,14) > Na* (11,89) > Li*

(25,39) (Romero, L. O., 2016).

Se ha reportado una disminucién de la actividad del HEMKCA caracterizada por la
disminucién exponencial de la probabilidad de apertura (P0O) en el tiempo
(t=4,55£1,95 min). Este proceso parece empezar cuando se aplica un pulso de
voltaje y empieza a pasar corriente a través del canal, sugiriendo que la activacion
del mismo es necesaria, mas no suficiente para que se desarrolle la inactivacion

(Romero y Zambrano, 2010)

Se estudié cdmo la inactivacion afectaba la actividad tipo rafaga del HEMKCA. En
condiciones normales se encontré que se dan uno 17,43 = 17,15 eventos/rafaga,
que cada rafaga dura unos 264,27 + 291,3ms y el intervalo entre rafagas unos
15,67 £ 7,1ms. La inactivacion parece disminuir el numero de eventos por rafaga,
pero no parece afectar las variables intrarafagas, los intérvalos intrarafagas, ni la

duracién de los eventos (Romero y Zambrano, 2010).
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Objetivos
Objetivo General:

e Caracterizar la dependencia del proceso de inactivacion con variables

biofisicas y quimicas

Objetivos Especificos:

e Caracterizar el efecto del potencial sobre la inactivacion del canal de K*

mecanoactivado del eritrocito humano.

e Caracterizar el efecto de la concentracion interna de Rb* sobre el proceso

de inactivacion del canal de K* mecanoactivado del eritrocito humano.

e Caracterizar el efecto de la concentracion interna de Ca?* sobre el proceso

de inactivacion del canal de K* mecanoactivado del eritrocito humano.
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Materiales y Métodos

Material Biolégico

Para desarrollar los experimentos, se utilizaron muestras de sangre obtenidas por
puncion epidérmica, inmediatamente después de ser extraidas y sin ningun tipo de

tratamiento previo.

Soluciones

Tabla 1. Composicién de las soluciones experimentales. La solucién normal que se describe se
utilizé tanto para estudiar el efecto del potencial, como para el de concentracidn media de Ca2+.

Solucién KCl (mM) | NaCl (mM) | CaCl, (mM) | Tris (mM) | RbCl (mM)
1 Normal 140 10 1 10 0
2 Efecto bajo Ca** 140 10 0,1 10 0
3 Efecto alto de Ca** 140 10 10 10 0
4 Efecto del Rb” 0 10 1 10 140

Medidas Electrofisioldgicas

T.U.G.O. Patch Clamp

En el Patch Clamp clasico, las pipetas, una vez haladas, son pulidas con una microforja,
de manera que el diametro de la apertura se reduzca y asi garantizar que el area de la

membrana aislada sea muy pequefa y contenga solo uno, 0 unos pocos canales.

En el caso del T.U.G.O. Patch Clamp (7he U-Shape Giga Ohm Paltch Clamp), se usan
pipetas con una abertura interna que permite que el eritrocito ingrese a su interior, sin ser
succionado completamente. De esta manera se simulan las condiciones de estrés
mecanicos que éste sufre al pasar por el lecho capilar durante la microcirculacion

(Romero, 2004).
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Elaboracion de las Pipetas

Las pipetas se constituyeron a partir de capilares de borosilicato de 10cm de largo, cuyo
diametro externo mide 1,5, y su diametro interno mide 0,86 (Sutter Instruments COL.,
Novato CA, USA). Estos fueron halados en dos pasos por un “puller” vertical modelo 700C
(David Kopf Instruments, USA). Al halarlos de esta manera se obtienen unas pipetas

cuyas paredes internas son casi paralelas, imitando asi la forma de un capilar.

Las pipetas que fueron utilizadas son aquellas que presenten una resistencia 7-11MQ en
la solucion normal, y fueron manipuladas en Ila camara experimental con
micromanipuladores hidraulicos Narishige modelo MO-203 (Narishige CO, LTD, Tokio,

Japdn).

Figura 9. Posible esquema de como es la formacidn del sello. En la imagen se puede observar
que la forma de la pipeta consiste en paredes casi paralelas. La tGltima imagen muestra el Patch
ya en la configuracion “inside-out”, después de formado el sello.
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Visualizacion de las Células

Las células fueron observadas a través de un microscopio invertido Nikon Diaphot (Nikon

CO, LTD, Tokio, Japdn) con oculares de 10X CFW y objetivos 20 y 40 DL.

Formacion del Sello

Para formar el sello, primero se dejaron asentar los eritrocitos en el fondo de la camara y
se escogidé uno de ellos. En esta técnica, al aplicar una presion negativa sobre el
eritrocito, éste entra en la pipeta tipicamente entre 3 y 8um, y queda “atascado”. La gran
cantidad de membrana dentro de la pipeta tiene interacciones débiles con el vidrio, sin
embargo, el giga sello parece formarse en una regidon mas bien profunda en la pipeta
segun observaciones realizadas por Romero en 2004. La resistencia de los sellos

formados esta entre 1-6GQ.

Luego de formado el sello, se desprendié la parte el eritrocito que quedara fuera de la
pipeta, arrastrandola suavemente contra el fondo de la camara, quedando asi en la
configuracioén “inside-out”.

Protocolos de Estimulacion

Para registrar la actividad del canal HEMKCA se aplicé una diferencia de potencial
de -60 mV (para todas las condiciones experimentales, excepto aquellas donde se
pretendia evaluar el efecto de otro potencial). La razén para elegir -60mV es que,
al ser el HEMKCA un canal rectificador hacia adentro, conduce mas corriente a
potenciales negativos. Cada registro durd por lo menos 600 s, y maximo 1000 s.

La razdén para detener los registros cumplidos los 1000 segundos, fue que para
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comparar los registros entre si, era necesario que tuvieran la misma duracion. Muy
pocos registros duraron tanto tiempo. Asi, si un registro duraba mas de 1000 s, no

podiamos compararlo los otros, por ser registros mas cortos.

Para evaluar el efecto del potencial, se procedié de la misma manera, excepto que

se registro a £60 mV y a £80 mV.

Adquisicion de Datos

Las corrientes fueron medidas en modo voltage-clamp con una ganancia de 50 mV/pA
con un filtro pasa-bajos a 2 KHz, para lo que se utilizé un amplificador AXOPATCH-1C
(Axon Instrument, Burlingame, CA, USA). Asi mismo, se utilizé también un filtro de linea
Hum Bug (50/60Hz Noise eliminator) (Quest Scientific, North Vancouver, BC, Canada),

para eliminar el ruido de 60Hz proveniente de la linea.

Se utilizé ademas, una interfase IT16 (Instructech, Port Washington, NY, USA) y se us6 el
programa de control y adquisicion PULSE (Heka, Lambrecht, Alemania) para digitalizar
los datos. Los registros obtenidos se guardaron en una computadora Pavilion XE743

(Hewlett Packard, USA).

Analisis de Datos

Los datos fueron analizados usando el programa Clampfit version 10.3.2,1 (Copyright ©

2013 Molecular Devices, LLC.).

Para caracterizar la inactivacion del canal HEMKCA, se obtuvo un promedio de todos los
registros por condicion hasta sumar al menos 20 canales. De esta manera se obtiene un
registro tipo “célula completa” (whole-cell), lo cual permite analizar directamente la caida
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de la corriente en el tiempo. Esto se hace editando todos los archivos a sumar hasta que
tengan exactamente la misma duracién. Luego con el comando “Average Files” En la
ventana “Analize” de P-Clamp, se obtiene el registro tipo célula completa. Esto permite
posteriormente hacer un ajuste directamente con la “corriente macroscopica” obtenida.
Este fue el procedimiento que se llevd acabo para caracterizar el efecto del ion Rb* en la

inactivacion del HEMKCA.

Para estudiar la inactivacion en cada condicion, se tomé la probabilidad de apertura (Po)
de los canales de cada parche en cada minuto. Luego se comparé esta Po en los dos
primeros minutos de registro, contra la Po entre los minutos 8 y 10. Si hubiera
inactivacion, se espera que la Po en la segunda ventana de tiempo sea menor que en la
primera. Esto se corrobor6 usando la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon ya que
ésta es adecuada para evaluar datos pareados. Para comparar entre tratamientos se uso
la prueba de Mann-Whitney, por tratarse de conjuntos de datos independientes. Estas

pruebas fueron realizadas a través del programa estadistico Past (version 1.0.0.0).

Ambas pruebas no paramétricas fueron escogidas por la falta de evidencia de que

nuestros datos presentan una distribucion normal.

Fue importante obtener datos de un gran numero de canales ya que, debido a la
naturaleza estocastica de la actividad de los canales idnicos, no todos éstos se inactivan,
sino que todos como una poblacién, en promedio, se inactivan. Asi, para evaluar cada
condicion, era preciso conseguir una muestra representativa y asi observar el fenébmeno

de estudio.
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Resultados

Como se mencion6 anteriormente en los antecedentes, en el ano 2010 Romero y
Zambrano reportaron por primera vez una inactivacion del canal HEMKCA, la cual causa
un descenso exponencial en la Po del mismo con una t de 4,55 + 1,95 min. El presente
trabajo tiene por objeto ahondar mas en las caracteristicas de esta inactivacion para
compararlas con las descritas en la bibliografia. Por ellos hemos disefiado una serie de
experimentos a fin de encontrar qué factores afectan la inactivacion e inferir qué parte de
la proteina estaria involucrada en ésta. A continuacion se muestran los resultados

obtenidos.

En primer lugar se confirmé que el canal HEMKCA entra en un proceso de inactivacion
que nosotros observamos como una disminucion de la probabilidad de apertura (Po) en el
tiempo. Esta caida de la Po, que es exponencial, se encontré que tiene una t = 2,4 min
en solucion normal, a un potencial de -60 mV, es decir en las mismas condiciones usadas

por Romero y Zambrano en 2010.
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Figura 10. Registro de la actividad del canal HEMKCA en solucién normal a -60 mV. Se puede
apreciar como la actividad disminuye con el tiempo. En este registro tenemos al menos 5
canales.
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Figura 11. Probabilidad de apertura en intervalos de 10 s del HEMKCA en solucion normal a -60
mV. Se puede apreciar como la Po disminuye en el tiempo. Este histograma corresponde al
registro de la figura 10.

Para realizar todos los experimentos en cada condicion se tomaron en cuenta aquellos
que cumplieran con lo siguiente: (i) los registros debian tener una duracién minima de 10
minutos, que era mas de dos veces la t reportada anteriormente (4,55min + 1,95min)
(Zambrano y Romero, 2010), (ii) ademas se escogieron los registros con mayor cantidad

de canales de manera tal que nos proveyeran los datos mas fiables.

No siempre fue posible conseguir registros con un numero elevado de canales debido a
que la metodologia no nos permite controlar completamente este factor. Utilizar una
pipeta de mayor tamano incrementa la probabilidad de obtener un registro con multiples
canales, pero también aumenta la dificultad de obtener un sello estable en el tiempo. Por

lo cual se incluyeron sellos con 1 o 2 canales de manera que pudiéramos alcanzar un
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minimo de 20 canales por condicion (se usé 1 registro con un canal y 13 registros con dos

canales de los 63 registros totales utilizados en este estudio).

Efecto del Potencial

En la introduccién describimos un tipo de inactivacion dependiente de potencial,
denominada “tipo U”. Este nombre se debe a que esta inactivaciéon esta mas favorecida a
voltajes cercanos a cero, por lo cual al graficar corriente versus voltaje obtenemos la

forma caracteristica de una letra “U”.

Por esta razén se disend un protocolo experimental con el cual probamos el efecto

del potencial en la inactivacion de HEMKCA.

Para estudiar este efecto, se realizaron registros a +60 mV y £80 mV. El numero de
registros para cada condicion se observa en la tabla 2, asi como la sumatoria del niumero
de niveles de todos los registros utilizados en cada condicion. A este numero nos
referimos como numero de canales (numero minimo de canales), acotando de nuevo que
la cantidad de canales puede ser mayor, ya que si no se abren todos los canales

presentes en un parche al mismo tiempo, este valor es una subestimacion.

A partir de la amplitud de las corrientes idnicas obtenidas, se calculd la conductancia (g«)
del HEMKCA en cada potencial probado. Se obtuvo que para potenciales negativos la g«
e€s mayor que para potenciales positivos de la misma magnitud. Esto es consistente con

que el HEMKCA presenta una rectificacion hacia adentro.
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Tabla 2. Numero de registros tomados a cada potencial.

. Numero de Cantidad de Promedio de
Potencial (mV) _ _
registros canales canales por registro
80 6 226 24,33
60 8 229 23,63
-60 13 250 23,85
-80 7 227 23,85

Tabla 3. Conductancia del HEMKCA en funcidn del potencial en solucién normal (condiciones

simétricas). El valor g, fue calculado a partir de la corriente obtenida para cada potencial.

Potencial (mV) gk (pS)
80 9,6
60 10
-60 33
-80 37,5

Usando la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon, se comparé la probabilidad de
apertura en dos ventanas de tiempo (de 0 a 2 min., y de 8 a 10 min.) para determinar si
existia una disminucion estadisticamente significativa de la Po del HEMKCA entre las
ventanas de tiempo escogidas. Esto se hizo para cada potencial y se obtuvo que a +60
mV si hay una disminucion significativa de la Po del canal, mientras que a +80 mV no la

hay. En otras palabras, se encontro evidencia de inactivacién a 60 mV, y no a £+80 mV.

En la figura 12, se muestra el promedio de la Po minuto a minuto de todos los registros
por condicion, normalizados respecto a la Po en el primer minuto. Hasta el minuto 10 se
cuentan con los datos de todos los registros obtenidos en cada condicién. Sin embargo,
como no todos los registros se mantuvieron estables por tanto tiempo, los ultimos minutos

no tienen datos del 100% de los canales. No obstante, en el minuto 15 se cuentan aun
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con el 53% de los datos obtenidos a +80 mV (16 canales), el 70,4% de los datos a -80
mV (20canales), el 60% de los datos a -60 mV (30 canales) y el 74% de los datos a +60
mV (26 canales). Se observa que a *60 mV, la probabilidad de apertura cae
exponencialmente. Mientras, a £+80 mV la probabilidad de apertura no sigue un curso

temporal claro.

Debemos acotar que los resultados mostrados en la figura 12 son puramente descriptivos
y por ello no tienen una medida de dispersion asociada, in embargo ilustra claramente

coémo es el comportamiento de la Po que queremos describir.

No podemos decir que nuestros datos provienen de una poblaciéon normal, ni contamos
con una cantidad de datos suficientes como para tratarla como tal. Por lo tanto, en este

trabajo hacemos uso de pruebas no paramétricas.
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Figura 12. Cada punto representa la Po normalizada promedio en cada minuto de todos los
registros obtenidos a 80 mV (rombos), 60 mV (cuadros), -60 mV (triangulos) y -80 mV (equis).
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Entonces, como no tenemos evidencia de que nuestros datos tengan una distribucion
normal, usamos un grafico de “caja y bigotes” que muestra el porcentaje de actividad

observado al final de cada potencial (figura 13).
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Figura 13. Grafico de caja y bigotes del porcentaje de la Po en los tltimos dos minutos de
registro, respecto a los dos primeros minutos.

En la figura 13 se observa para cada potencial estudiado, el porcentaje de la Po final
respecto a la inicial. Esto se obtuvo evaluando la diferencia entre la Po al principio de
cada registro (0-2 minutos) y la Po al final (8-10 minutos). Se obtuvo el porcentaje que
representa la Po final respecto a la inicial. En la tabla 4 se resumen algunos datos
respecto a la figura 13. Observemos que tanto a £+60 mV, la Po en los ultimos dos minutos
siempre fue menor al 100%, es decir, en todos los parches observados, se evidencio
inactivacion. Mientras que a 80 mV los datos son mas variables, y se encontraron
parches que no mostraron ningun signo de inactivacion. Este resultado plantea la

pregunta al respecto del origen de los resultados a estos potenciales. Esta pregunta no

44



puede ser respondida con los datos presentados en este trabajo. En nuestro laboratorio
se esta trabajando en este momento para conseguir datos que nos permitan dilucidar la

variabilidad planteada.

Tabla 4. Datos sobre la mediana y la dispersion del porcentaje de la Po entre 8-10 minutos,
respecto a la Po entre 0-2 minutos.

-80 mV -60 mV 60 mV 80 mV
Percentil 25 24,08362 4,768356 1,018976 34,27045
Mediana 52,83995 15,70105 5,068832 81,09706
Percentil 75 179,3374 21,84797 18,78035 112,4512

Efecto del Rb+

En 1981 se propuso el modelo tipo “pie en la puerta” descrito en la introduccién, para
explicar como algunos cationes eran mas capaces que otros de retardar el cierre de
canales en el axon gigante de calamar (Swenson y Armstrong, 1981). En aquel entonces,
se encontré que el Rb* retardaba el cierre 1,7 veces mas que el K*. Este modelo fue
tomado posteriormente en 1993 para describir la inactivacion tipo C (Lopez-Barneo y col.,

1993).

El efecto del Rb* sobre el cierre de canales se le atribuye a su relativamente prolongada
estadia en el interior del filtro de selectividad, en comparacién con el K*. Por ello, si
nuestro canal presentara inactivacion tipo C, esperariamos que al reemplazar el K* de la

solucion por Rb*, ésta se veria inhibida en algun grado.

Entonces, se comparé el efecto del Rb* respecto al K* a partir de registros realizados en

solucién normal, asi como en una solucion normal alternativa en la cual se reemplazé
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todo el K* por Rb*. El numero de registros usados en cada condicidon se muestran en la

tabla 5.

Tabla 5. Numero de registros tomados en solucién de K+ y Rb+.

lon de Prueba

Numero de registros

Cantidad de canales

Promedio de

canales por registro

K+

13

23,85

Rb*

10

23,20

En la figura 14 podemos observar el curso temporal de la corriente en el tiempo. Para
obtener las exponenciales se sumaron todos los registros de una misma condicion
(previamente editados para que tuvieran la misma duracion). Asi, el resultado es
comparable con un registro tipo “célula-completa” (whole-cell), en donde ya no
percibimos la inactivaciéon como un descenso en la Po del canal, sino que directamente
vemos disminuir la corriente total (Figuras 14 B y C). Posteriormente se realizé un ajuste
de la corriente (reconstruida) a una exponencial. Las exponenciales derivadas de este
ajuste es lo que observamos en la figura 14 A. En esta grafica se puede observar
claramente como el desarrollo temporal de la inactivacion es completamente diferente
para condicion en presencia de Rb* que con K*, asi tenemos que en la condicién control,
con K*, el desarrollo es tres veces mas rapido (Tk* = 2,4 min) que con respecto a la de
Rb* (Tro* = 7,99 min). No obstante se puede observar que el nivel de inactivacion que se
consigue al final de los registros es el mismo para ambas condiciones (presentando una

relacion de Tk*/ Tre* de 3.3).
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Figura 14. En la figura A se observa el curso temporal de la corriente estandarizada en gris
oscuro para la condicién K, y en gris claro para Rb". Las curvas fueron construidas a partir del
ajuste exponencial de las corrientes totales que se obtienen al sumar todos los registros que se
tomaron en cuenta para cada condicion (paneles b y c) y luego cada valor se estandarizé con
aquel a tiempo cero. En la figura B vemos la corriente total paraK’,y en Cla de Rb".

En la figura 15 se observa como cambia la probabilidad de apertura del canal a medida
que pasa el tiempo. Cada curva se normalizd con respecto a la Po del primer minuto de
cada condicién, de manera que podemos comparar su trayectoria. Es claro en este
resultado que en todos los puntos los valores en presencia de Rb* estan por encima que
los valores en K*. Se debe acotar que la curva para rubidio fue construida a partir de
datos de 10 registros independientes que sumaban al menos 34 canales en total, sin
embargo, esto solo es cierto hasta el minuto numero diez. A partir de este punto, la curva
fue construida solo con los registros que duraron lo suficiente. Para el minuto 16 se

cuentan con los datos de 7 de los diez registros originales, y suman al menos 23 canales.
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Asi mismo la curva para K*, los ultimos cinco minutos no contienen datos de todos los

registros originales debido al tiempo en el que se logré mantener la integridad del sello.
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Figura 15. Cada punto representa la Po promedio normalizada de cada minuto de todos los
registros obtenidos con solucién de Rb* (cuadros) y K* (rombos).

Al contrastar el porcentaje de inactivacion entre distintas ventanas de tiempo, y haciendo
posteriormente una comparacién entre condiciones (usando la prueba de Mann-Whitney),
se obtuvo que no habian diferencias significativas entre tratamientos. Esto puede deberse
a que cada punto individualmente posee una alta variabilidad asociada al comportamiento
estocastico del canal. También contribuye con este resultado, que la diferencia del efecto
del Rb* se da sobre el desarrollo temporal de la inactivacion, y no sobre el valor propio de
la inactivacion alcanzada al final del experimento, no obstante el efecto sobre el desarrollo

temporal de la misma es evidente.
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A pesar del esfuerzo puesto en conseguir la mayor cantidad de datos y asi obtener
resultados con una mayor significancia estadistica, diversas situaciones ajenas a nuestro
control se presentaron. El tiempo también fue un factor importante que limité el nimero de
experimentos por condicion realizados. Sin embargo, el efecto parece claro al observar la
reconstruccion de las corrientes macroscoépicas. Se propone realizar al menos cinco
reconstrucciones de este tipo, de modo de comparar estadisticamente las t entre si, y asi

conseguir un resultado que se acerque lo mas posible a la realidad.

Efecto del Caz+

El canal HEMKCA es modulado por el ion Ca2*, cuya concentracion intracelular en los
eritrocitos se encuentra entre 10 y 70 nmol (Romero y Zambrano, 2008), y se acepta que
esta concentracion aumenta con la edad. Tal y como se observa en la figura 16, la Po del
canal tiene una relaciéon sigmoidea con la concentracion de Ca?2* intracelular. En la figura
16 se observa el dramatico efecto de disminuir la concentracion de Ca?* desde 1 mM,
hasta 100 nM, que evidencia una fuerte regulacién por parte del Ca2* sobre la actividad
del canal. Se ha observado ademas que este efecto se da sobre la frecuencia de apertura
del canal, y no se trata de ningun efecto sobre el canal abierto (Romero y Zambrano,

2008)
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Figura 16. (Izquierda) Efecto de la disminucién del Ca** intracelular desde 1 mM hasta 100 nM.
(Derecha) Relacion entre la NPo normalizada del canal, y el logaritmo de la concentracion de
Ca’* intracelular. (Tomado de Romero y Zambrano, 2008)

Esta regulacion, se infiere que mantiene muy baja la actividad del canal mientras el
eritrocito aun es joven, ya que la minima concentracion de Ca?* en la cual se ha reportado
actividad del HEMKCA es 100 nM (Romero, 2004). Entonces la actividad del canal solo se

dispararia cuando el eritrocito alcanzara unos niveles criticos de Ca2* intracelular.

Debido a la importancia fisiolégica del Ca?* en el eritrocito, decidimos estudiar si este ion
tendria algun efecto sobre la inactivacion del HEMKCA. Para ello se usaron 3
concentraciones distintas de Ca2*. El numero de parches de cada experimento se

encuentra en la tabla 6.

Tabla 6. Numero de registros tomados a distintas concentraciones de Ca2+.

Concentracion de Caz2* Numero de Cantidad de Promedio de canales por
(mM) registros canales registro
0,1 6 221 23,50
1 13 250 23,85
10 12 =39 23,25
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Figura 17. Cada punto representa la Po promedio normalizada en cada minuto de todos los
registros obtenidos a una concentracién de 0,1 mM (rombos), 1 mM (cuadros), y 10 mM de Ca2*
(tridngulos)

No se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa en la caida de la probabilidad
de apertura entre las distintas condiciones. En la figura 17 se muestra la Po promedio
normalizada cada minuto para cada concentracion, asi como muestra la superposicion de
las tres curvas. De nuevo, el objetivo de imagen es ilustrativo y por ello no se muestran

medidas de dispersion.
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Discusion
Constante de Tiempo
Se encontré que la Po cae exponencialmente en el tiempo con una t de 2,39 min. 1,9
veces mas pequefia que la reportada por Romero y Zambrano en 2010. Esta diferencia
puede entrar dentro la variabilidad propia de los canales iénicos o bien estar relacionada
con la variabilidad entre individuos. En todo caso, estos valores estan claramente en el

mismo orden de magnitudes y es menos de dos veces una con respecto a la otra.

Esta constante de tiempo es relativamente alta si la comparamos con otras reportadas en
la literatura para la inactivacion tipo C. Por ejemplo, la constante de tiempo de la
inactivacion para el canal ShBA6-46 es de 3,25 s (Lépez-Barneo col. 1993), y para el
KcsA es de 1 a 3 s (Perozo, y col. 2007). Sin embargo, también ha sido reportado que
esta constante de tiempo puede cambiar de acuerdo a ciertos factores: (i) el primero es la
identidad de los iones en la solucidon externa, y su permeabilidad. Y (ii) la identidad de los
aminoacidos en ciertas posiciones especificas del poro, como la posicion 449 en el
Shaker, que puede afectar la cinética de la inactivacion en mas de tres 6rdenes de
magnitud, e incluso modificar la sensibilidad de ésta a cationes externos (Aldrich y col.
1993); la posicion analoga en el canal HERG (posicién 631) tiene grandes efectos sobre
la inactivacion tipo C de éste (Smith y col., 1996); mientras que mutaciones en la posicion
103 del KcsA afecta la cinética de activacion, pudiendo eliminar la inactivacién (Cuello y

col., 2010).
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Efecto del Potencial

La inactivacion tipo U es dependiente de la magnitud de potencial aplicado (Klemic y col.,
1998), a diferencia de la inactivacién tipo N la cual no presenta dependencia con el
potencial de membrana. En el caso de la inactivacién tipo C, existen reportes especificos
de que puede tener dependencia de voltaje. Este punto sera discutido mas adelante en

esta seccion.

Usando la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon comparamos la actividad
observada en los dos primeros minutos de registro, contra la actividad entre los minutos 8
a 10; y obtuvimos que a £60 mV se observa una disminucion significativa de la Po, pero a
180 mV, no. Esto podria ser interpretado como que a este potencial no se desarrolla el
proceso de inactivacion, no obstante este no es el caso, pues si se observa el grafico en
la figura 12, se ve claramente el por qué no se encontré diferencia entre las ventanas de
tiempo usadas en el caso de £80 mV. Asi tenemos que claramente se va desarrollando un
proceso de inactivacion a medida que se desarrolla el experimento en el tiempo, aun
cuando este desarrollo de la inactivacion es menor que con respecto al desarrollado a
potenciales menores (£60mV). Tenemos entonces que al final de los experimentos, entre
los minutos 12 y 14, la inactivacion comienza a perderse. A potenciales de mayor
magnitud, la inactivacion parece “relajarse”, y esta pérdida de la inactivacion se produce

con una cinética mas rapida que la presentada en el desarrollo de la misma.

Es claro que independientemente del signo, la Po normalizada es mayor a potenciales

mayores al final de los experimentos, es decir que efectivamente, aunque el proceso de
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inactivacién si se dio a estos potenciales mayores, en esta ventana de tiempo pudimos
observar la relajacion del proceso de inactivacion.

Lo que se acaba de describir de ninguna manera es el mismo comportamiento de la
inactivacion a potenciales menores, a estos potenciales la Po normalizada disminuye a
todo lo largo del experimento, obteniendo siempre valores inferiores a los potenciales a
los obtenidos a potenciales mayores y ademas no se puede observar la relajacion de la
inactivacion a estos. Por otro lado en el grafico de caja y bigote (figura 13), se puede

observar esencialmente el mismo comportamiento.

Entonces, al graficar el porcentaje de actividad final respecto a la inicial y comparandolo
entre diferentes potenciales obtenemos una forma de U similar a la encontrada por
Klemec en 1998. (Figura 13). Esta forma caracteristica de la inactivacion tipo U en
nuestro canal no tiene una explicacién evidente. Podemos pensar que la razén por la cual
el canal se inactiva menos a pulsos de mayor magnitud esta relacionada con la magnitud
de la fuerza motriz que atrae a los electrones hacia uno u otro lado de la membrana; con
la velocidad a la cual los iones atraviesan el canal, y por tanto, con el tiempo de residencia
de éstos en su interior.

En contraste con nuestros resultados, Klemic y colaboradores (1998) realizaron un
protocolo de tres pasos para determinar como era la dependencia de voltaje de la
inactivacidon que observaba en el canal Kv2.1. Empezaba con un pulso que variaba desde
-90 hasta *90 mV, en pasos de 30 mV. Le seguia un pulso de *60 mV y terminaba con un
pulso del mismo valor que el primero. De esta manera obtienen la corriente generada al

final del segundo pulso, respecto al valor del primero. Fue asi como se obtuvo una curva
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en forma de U (Figura 6). La corriente observada era menor cuando el valor del primer
pulso era cercano a cero; lo cual coincide con los voltajes a los cuales el canal estaba

parcialmente abierto.

Ademas se observa (mas claramente con el pulso a 90 mV), que la corriente generada
por el tercer pulso era menor que para el primero. Esta disminucién entre pulsos
estrechamente espaciados sugieren una inactivacion acumulativa, que fue corroborada en

experimentos subsiguientes (Klemic y col., 1998).

En el caso de nuestros experimentos, el protocolo experimental no fue disefiado para
evaluar si existia algun tipo de inactivaciéon acumulativa, lo cual para nosotros es
imposible, puesto que no podemos activar y desactivar el canal a voluntad. No solo
porque no controlamos con precision la succién aplicada al eritrocito, sino porque al

intentar aplicar un paso de presion positiva, el sello suele arruinarse.

Esta misma razén nos lleva a la conclusion de que el “modelo” propuesto por Klemic y col.
(1998), en el cual la inactivacién se da desde un estado parcialmente activado del canal,
no es aplicable al HEMKCA bajo nuestro sistema experimental. Esto es, porque al permitir
la entrada del eritrocito al interior de la pipeta, activamos el canal y lo mantenemos en
este estado durante todo el registro. Para ello fue necesario comprobar que nuestro
sistema no permite la pérdida de presién. Por lo tanto, descartamos que la inactivacion

del HEMKCA se dé mediante este modelo.

Entonces, ¢qué mecanismo puede explicar esta dependencia de potencial en forma de

u?
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Existen dos alternativas para explicar el comportamiento de la inactivacion a los
potenciales usados. La primera seria proponer un modelo que explique como la
inactivacion depende de la magnitud del potencial aplicado. Esto seria consecuente con lo

descrito anteriormente.

La segunda alternativa seria explicar que existen dos mecanismos distintos que eliminan

la inactivacion tanto a +80 como a -80 mV.

Debemos recordar que la inactivacion tipo C se relaciona con el colapso del filtro de
selectividad del canal (Cuello y col.,, 2010), y que las condiciones a las cuales esté

expuestos, pueden influir en su estabilidad.

A -80 mV la conductancia es mayor, esto quiere decir que mas iones por unidad de
tiempo atraviesan el canal. Este flujo de iones podria ser clave para mantener el filtro de
selectividad en un estado relativamente estable con respecto a -60 mV (tal como se

explicd anteriormente).

Por otro lado, el comportamiento rectificador del HEMKCA resulta en una conductancia
menor a voltajes positivos de la misma magnitud aun teniendo la misma fuerza
electromotriz, entonces podemos pensar que los iones atraviesan el canal mas
lentamente cuando lo hacen en direccion al exterior de la membrana Se ha propuesto que
esto es debido a la asimetria de la proteina (Romero, 2004). Asi, al igual que el Rb*, la

relativamente prolongada estancia de los iones en el interior del filtro, lo estabilizaria.

A simple vista, ambas ideas parecen contradecirse, pero no necesariamente es asi. En el

caso de -80 mV, estariamos hablando de un mayor flujo de iones, mientras que a +80 mV
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hablamos de un menor flujo de iones, pero con un mayor tiempo de permanencia en el
interior del canal. Asi, ambos procesos estarian relacionados con el tiempo que pasa el

canal “ocupado” con al menos un ion en su interior.

Inactivacion tipo C y su dependencia del Voltaje

En 1993 se reportd que la inactivacion tipo C evidenciada por el canal Shaker, era
independiente de voltaje en un intervalo de -25 a +50 mV (Lopez-Barneo, 1993). Sin
embargo, existen reportes de que este tipo de inactivacibn si puede tener una

dependencia de voltaje, que parece variar segun el canal.

Un ejemplo es el canal KcsA, cuya constante temporal de inactivacion es fuertemente
dependiente de voltaje (Cordero-Morales y col., 2006). A voltajes negativos la inactivacion
es mas completa y se desarrolla con una cinética mas rapida. Se sugiere que la Po del
KcsA en el estado estacionario surge de la dependencia de voltaje de la tasa de

inactivaciéon (Cordero-Morales y col., 2006).

Otro ejemplo de esto se reporta para el canal HERG.

El canal HERG es una canal de K* que se abre en respuesta a la depolarizacion, pero
conduce relativamente poca corriente al exterior. Al repolarizar la conductancia aumenta a
un gran valor en cuestién de milisegundos, antes de volver lentamente a su estado

cerrado. En otras palabras, es un canal rectificador hacia adentro (Smith y col., 1996).

Ha sido propuesto que esta rectificacion es consecuencia de un mecanismo de
inactivaciéon que cierra el canal a potenciales positivos, pero que se recupera a

potenciales negativos. Para distinguir si esta inactivacion era de tipo N o de tipo C se
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utilizé tetraetilamonio (TEA), que se sabe que inhibe la inactivacion tipo N si se coloca en
el lado intracelular, mientras que del lado extracelular inhibe la inactivacion tipo C (Choi y
col.,, 1991). Se obtuvo que TEA al aplicarlo al lado extracelular, reducia el pico de
corriente generado por un pulso de prueba, asi como reducia el curso temporal de la
inactivacion. Ante esta evidencia, se concluye que el HERG posee inactivacion tipo C

(Smith y col., 1996).

Gracias a un protocolo disenado para eliminar la inactivacién, se encontré que la
rectificacion hacia adentro del HERG es consecuencia de este mecanismo de inactivacion

(Smith y col., 1996).

En 1996 Baukrowitz y Yellen trabajan con el canal Shaker bajo la hipotesis de que la
inactivacién tipo C es gobernada por la unién de un ién en un sitio cercano a la boca
exterior del poro. Y, légicamente, por su estadia en este sitio. Ellos usaron diferentes
bloqueadores que impidieron el flujo de potasio a un sitio en el poro, promoviendo la
inactivacion tipo C. Aunque la constante de disociacion de estos bloqueadores es grande,
su efecto es duradero gracias a que promueven la inactivacién. Asi, estos resultados
proveyeron informacion sobre la cinética del movimiento idnico a través de los canales de

K*.

Ellos proponen que el sitio que gobierna la inactivaciéon es uno de los sitios de unién a K*
involucrados en la permeacioén. En promedio, cualquiera de estos sitios de union debe
desligar los iones a una tasa de ~107 s-'. Sabemos que los iones se mueven a través del

canal en fila (Hille y Schwarz, 1978), con interacciones repulsivas entre ellos. Asi en
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teoria, un canal con solo un ién de K* uniria a éste con mas fuerza que un canal con dos
K*. De esta manera, este ultimo ion tendria un tiempo de permanencia mayor, de unos

150us (correspondiente a una tasa de salida de 6700 s).

Ellos encontraron que la tasa de inactivaciéon en presencia los bloqueadores surgiria de
una carrera entre la disociacion de la molécula bloqueante y este ultimo ion de K*.
Consecuentemente con esta idea, se encontré que existe una dependencia de voltaje
sustancial de la union de K* externo con el canal bloqueado, con un tiempo de estadia

menor y una inactivacién mas rapida a voltajes positivos (Baukrowitz y Yellen, 1996).

Como podemos darnos cuenta, son diversos los reportes de inactivacion tipo C
dependiente de voltaje. Incluso en el caso del HERG los autores del estudio, aunque
admiten que la inactivacion de éste canal parece ser mas rapida y mas voltaje-
dependiente que la inactivacion C del Shaker, también aclaran que la tasa y voltaje-
dependencia puede variar mucho segun las condiciones del experimentos (mutaciones y
condiciones i6nicas). Aun asi proponen que la diferencia entre ambas seria mas

cuantitativa que cualitativa (Smith y col., 1996).

Esta diversidad de efectos que tiene el voltaje sobre la inactivacion tipo C, nos permite ver
que la dependencia de voltaje de la inactivacion del HEMKCA no es incompatible con la
hipétesis de que ésta sea de tipo C, sino que contribuye a una mejor comprension de este

tipo de inactivacion
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Efecto del Ca2+

Para estudiar el efecto del Ca?* utilizamos tres concentraciones distintas de Ca?*: 0,1 mM,
1 mM, y 10 mM de Ca%. 1 mM de Ca?* corresponde a la concentracién de C22* en la
solucion normal usada para llevar a cabo todos los demas experimentos en este estudio.
A esta concentracion esperabamos encontrar inactivacion puesto que es la concentracion
de Ca? a la cual se habia observado previamente este fendbmeno, aunque no fuera el

objeto de estudio.

Utilizamos una concentracion mayor, que, aunque el canal ya estuviera saturado de Ca?,
podia existir algun efecto sobre la inactivaciéon que sea independiente del efecto que tiene

sobre la Po.

También utilizamos una concentracion menor en la cual la curva log[Ca2*] vs. Po aun no

esta saturada (Figura 16).

Como no se observo ninguna diferencia entre los experimentos realizados, concluimos
que la inactivaciéon del canal HEMKCA no depende del Ca?* entre las concentraciones 0,1

hasta 10 mM Caz?*.

Sin embargo, se propone realizar mas experimentos con concentraciones inferiores de

Ca2* en donde si se observe un cambio apreciable en la Po.

Efecto del Rb+

Encontramos que el Rb* retarda la inactivacién del canal HEMKCA en una factor de 3,3
segun los resultados obtenidos del ajuste de la corriente en los registros tipo “célula

completa”. Debemos tomar en cuenta que es necesario hacer mas registros tipo “célula
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completa” para obtener un resultado mas exacto, pero sin duda el Rb* causa un efecto
notable en el curso temporal de la inactivacion. Esto coincide con la hipotesis de que el

canal HEMKCA presenta inactivacion tipo C.

Este efecto ya habia sido reportado anteriormente. Ya en 1981 se estaba describiendo el
modelo por el cual seria descrita la inactivacion tipo C, y ya entonces se observé que el
Rb* desaceleraba la inactivacion por un factor de 1,7 con respecto al K* (Swenson y
Armstrong, 1981). Asi como reemplazar todo el K* por Rb* reduce la tasa de inactivacion

por un factor de 10 en el KcsA (Chakrapani y col., 2007).

Tal y como propusieron Swenson y Armstrong (1981), el Rb* retrasa el cierre de los

canales al tener un mayor tiempo de permanencia en el interior de estos. Asi lo
corroboraron Jodo y colaboradores en 2001, usando mapas de densidad
electronica, al encontrar que la distribucion de Rb* en las posiciones en el filtro de
selectividad eran diferentes a la de K*. Mientras que el K* lo podemos conseguir
en las configuraciones 1-3 o 2-4, el Rb* lo encontramos principalmente en las
posiciones 1-3 y 1-4. En el caso de K*, ambas configuraciones estan balanceadas
energéticamente, lo cual permite que la tasa de conduccidon sea muy alta; pero
para Rb* existe una pequena desigualdad energética, siendo mas frecuente la
configuracion 1-3 (en altas concentraciones de Rb*). Es por ello que este ion no

fluye con la misma rapidez con la que lo hace el K* (Jo&o y col., 2001).

Sumado a esto se encontrd, usando resonancia paragmeética electrénica, que la

estructura del KcsA en su conformacién abierta (32 A de diametro) en presencia de Rb*

61



(3,3 A de resolucién) muestra que el filtro no puede entrar completamente en el estado
inactivado en presencia de este ion, en comparacion con el poro ocupado por K* (Cuello y

col. 2010).

Algo notable del efecto del Rb* es que al cabo de 10 minutos, la probabilidad de apertura
para ambas condiciones (tanto K* como Rb*) son practicamente las misma. No podemos
saber con precision que sucede después de este punto, sin embargo seria légico pensar
que existe un maximo de inactivaciéon, que no depende del i6n en solucion. Esto se
observa en la figura 15, donde la inactivacion en la solucién de K* parece alcanzar un
platou. Esto nos conduce a pensar que mientras algunos canales siguen inactivandose,

otros se estan recuperando de la inactivacion.

La idea de que esta recuperacion es independiente de los iones en solucién es
consistente con el modelo que se tiene de inactivacién tipo C. El filtro colapsa al no haber
ningun ion en su interior, por tanto, la recuperacion desde este estado no involucraria

tales iones.

Relevancia Fisiologica de la Inactivacion del HEMKCA

La cinética de la inactivacion del HEMKCA es relativamente lenta, como ya hemos visto.
Esto podria sugerir que esta inactivacion es fisioldgicamente irrelevante. Sin embargo,
seria interesante realizar experimentos orientados a descubrir si la inactivacion del
HEMKCA es acumulativa. De serlo, si podria jugar un rol importante en la fisiologia del
eritrocito, como lo seria la regulacion de la actividad de este canal en un eritrocito
senescente, impidiendo que la salida de K* por parte de este canal, acelerara el proceso
de envejecimiento.
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Inactivacion del HEMKCA

A través de esta investigacion, concluyo que las caracteristicas del mecanismo de
inactivacién del canal HEMKCA, son mas similares a las de una inactivacion tipo C, que a

las de una tipo U o N.

En el planteamiento original de este problema se dedujo que a la luz de que éste no es un
canal voltaje-dependiente, era poco factible que el canal poseyera inactivacion tipo N,
puesto que ésta es encontrada solo en canales de K* tipo A, y en canales de Na*.
Ademas, esta inactivacion se da en la escala de los milisegundos, mientras que la de

nuestro canal tiene un curso temporal mucho mas lento (Jamieson, 2014).

Ahora, tanto la inactivacion tipo C, como la tipo U, son conocidas como inactivaciones
lentas. Pueden distinguirse la una de la otra por diferentes criterios. El primero,
l6gicamente, es la dependencia de voltaje en forma de “U” que le da nombre a la
inactivacién tipo U; en segundo lugar, la recuperacion de esta inactivacion es rapida y
fuertemente dependiente de voltaje. Por ultimo, altas concentraciones de K* extracelular

inhiben la inactivacion tipo C, pero incrementa la tipo U (Klemic y col., 2001).

El segundo y tercer criterio no podemos usarlos para discernir entre ambos tipos de
inactivacién porque no estudiamos la recuperacion del estado inactivado, ni cambiamos la
concentracion de K* extracelular. Solo nos queda el primer criterio: la dependencia de
voltaje en forma de U que, como se discutié anteriormente, dificimente se da a través del
mismo mecanismo con que se da la inactivacion tipo U encontrada en canales

voltajedependientes.
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Conclusiones

El HEMKCA sufre un proceso de inactivacion que, en soluciéon normal y a -60 mV
tiene una constante temporal de 2,4 min.

El Rb* retarda esta inactivacion por un factor de 3,3.

La inactivacién del HEMKCA es independiente de la concentracion de Ca2* entre
0,1 hasta 10 mM.

La inactivacion del HEMKCA tiene una dependencia de voltaje en forma de “U”,
que no es consistente con el modelo tipico de inactivacion tipo U, sino que parece
deberse a que a mayores potenciales, la inactivacion se pierde mas rapido.

Se propone que existe un mecanismo sensor de voltaje dependiente de la
magnitud del pulso aplicado, pero no del signo, que puede inhibir la inactivacion.

Se propone que la inactivacion del HEMKCA es de tipo C.
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