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K+ efflux has been analyzed in human erythrocytes incubated in a K+ free medium
containing ouabain, bumetanide, CaCl2, and the Ca2+ ionophore A23187. In these conditions,
a K+ efflux, which is exponentially dependent on the concentration of A23187 present in the
medium, has been observed. This flux is almost completely abolished by either quinine or
EGTA, so that, the above K+ efflux has been considered Ca2+ dependent. The effects of
cAMP, and,cGMP, have been tested on this flux. Ca2+ dependent K+ efflux decreases in
presence of millimolar concentrations of cAMP in the medium. The addition of methyl-iso-
butyl-xanthine to the incubation medium containing cAMP enhances the inhibitory effect of
this compound. cGMP also inhibits the Ca2+ dependent K+ efflux. Our results suggest that
cyclic nucleotides may modulate the activation of Ca2+ dependent K+ channels in human
erythrocytes.

Key words: Calcium, Potassium, Flux, Erythrocytes, Cyclic nucleotides.

Distintas observaciones experimentales
indican que existen multiples relaciones
entre el Ca2+ y los nucleotidos ciclicos.
El Ca2+ puede activar o inhibir tanto a la
adenilatociclasa como a la guanilatoci-
clasa (20). Analogamente, cambios en la
concentracion de AMP ciclico (AMPc) o
de GMP ciclico (GMPc) actuan a multi
ples niveles del sistema mensajero del
Ca2+ (20, 22), sugiriendo que el AMPc 

* A quien debe dirigirse toda la correspon-
dencia.

podria influir la actividad de la Ca2+Mg2+
—ATPasa de la membrana celular (20).

Con el fin de profundizar en la natura-
leza de esta influencia, hemos investigado
el efecto del AMPc y del GMPc sobre los
canales de salida de K+ dependientes de
Ca2+ del eritrocito humano (8, 26), basa-
dos en que el eritrocito incorpora nucleo
tidos ciclicos exogenos en cantidades su-
periores a las requeridas para saturar
protein-quinasas dependientes de AMPc
o GMPc (12, 10), alcanzando concentra-
ciones intracelulares practicamente esta
bles a los 15 minutos (2).
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Material y Metodos

Preparation de los eritrocitos, — Se uti
lize sangre venosa de donantes sanos. Se
recogieron 10 ml en tubos heparinizados
que se centrifugaron a 1.750 X g durante
15 min a 4° C. El plasma y la capa supe
rior de celulas (leucocitos y plaquetas) se
aspiraron y desecharon y el sedimento
eritrocitario se proceso inmediatamente.

Los eritrocitos se lavaron cuatro veces
con Cl2Mg 110 mM y se resuspendieron
—hasta un hematocrito del 20 %— en
una solucion de Mg2+-sacarosa (en mM):
Cl2Mg 75, sacarosa 85, MOPS y TRIZMA
Base (MOPS-Tris) 10 (pH 7,4 a 37° C) y
glucosa 10. La osmolalidad de la solucion
se mantuvo en 295 ± 10 mons/kg agua.
Una alicuota de esta suspension se des
tine a la medida del hematocrito inicial
por un metodo convencional. Otra ali
cuota se destino a la medida del flujo de
K+ dependiente de Ca2+. Finalmente,
una tercera alicuota fue empleada para la
medida del contenido intraeritrocitario de
K+. Todos los pasos se efectuaron a
4° C.

Determination del flujo de K+ depen
diente de Ca2+. — Se empleo un metodo
previamente descrito (4), adaptado, con-
sistente en lo siguiente: 250 pl de la sus
pension de eritrocitos se ahadieron a 1 ml
de una solucion compuesta por (en mM):
ClNa 140, ClCs 10, Cl2Mg 1, Cl2Ca 1,
MOPS-Tris 10, glucosa 10, ouabaina 0,1
y bumetanida 0,025. La presencia de oua-
oaina y de bumetanida se requirio para la
inhibicion de la bomba de Na+, K+ (9) y
del contransporte Na+, K+ (3) respectiva-
mente. El funcionamiento de ambos me-
canismos de transporte puede modificar
la concentracion intracelular de K+ e in-
terferir los resultados del flujo a medir.
Al tiempo t=0 los tubos se transfirieron a
un bario a 37° C para su incubacion.
Confirmando trabajos previamente publi-
cados fl, 2, 6), en experimentos control
no se aetectaron cambios en la absorban- 

cia de hemoglobina ni evidencia de lisis
de los eritrocitos durante su incubacion
en el medio, por lo que se descartan
cambios significativos en el volumen celu-
lar y/o relacion de Na+-contenido de
agua. La concentracion externa de K+ se
midio en los sobrenadantes diluidos al
1/10 en agua bidestilada y tras diferentes
tiempos ae incubacion (5, 15 y 30 min),
previa transferencia de los tubos a hielo y
posterior centrifugacion a 1.750 X g du
rante 10 minutos a 4° C.

La concentracion extracelular de K+ se
midio por duplicado, en un espectrofoto-
metro de aosorcion atomica Perkin-
Elmer.

Determination del contenido intraeri-
trotitario de K+. — A 4 ml de una solu
cion de Acation-ox 0,2 % se ahadieron
200 pl de la suspension inicial de eritroci
tos. Tras 10 minutos, los tubos se centri
fugaron a 1.750 X g durante 10 min, a
4° C y se determino la concentracion de
K+ en los sobrenadantes, mediante un
espectrofotometro de absorcion atomica.

Efecto de las sustantias estudiadas. —
De las sustancias utilizadas (A23187, qui-
nina, EGTA, AMPc, Metil-Isobutil-
Xantina (MIX), GMPc (Sigma) se estu-
diaron sus efectos sobre el flujo de K+
anadiendolas al medio de incubacion di-
sueltas en una cantidad minima de disol-
vente, para no modificar el volumen ni la
concentracion del medio de incubacion.
En experimentos control se comprobo
que ninguno de los disolventes empleados
(dimetil-sulfoxido, etanol, Tris) modifi-
caba el flujo de K+ dependiente de Ca2+.

Estudio estadistico. — Todos los resul
tados se expresan como media ± EEM de
al menos tres experimentos. Para el anali-
sis de la signincacion estadistica se ha
empleado el test de la «t» de Student para
datos no pareados. Se ha considerado es-
tadisticamente significativa una P < 0,05.
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Resultados

En ausencia de A23187, el flu jo de K+
de eritrocitos incubados en presencia de
Ca2+ ImM disminuye con el tiempo de
incubacion a partir de los 5 min (ta
bla I). Al afiadir A23187 al medio de
incubacion el flujo de K+ alcanza un va
lor maximo de 800 mmoles/1 celulas/h
para concentraciones de ionoforo entre 10
y 25 /x.M, y se inhibe significativamente
con quinina y con EGTA (fig. 1).

El hecho de que en experimentos con
trol en ausencia de A23187, el flujo de
K+, a los 5 min de incubacion, es aproxi-
madamente de 25 mmoles/1 celulas/h y
que su cuantia depende de la concentra-

Fig. 1. Caracterizacion del flujo de salida de K+
resistente a la oubaina y a la bumetanida (FK-ROB)
en un medio con Ca2+ (1 mM) en presencia de

ionoforo del Ca2+ (A23187) a dosis crecientes.
Efecto de la quinina (1 mM) y del EGTA (1 mM).

cion de ionoforo del Ca2+ presente en el
medio, sugiere que el flujo de K+ medido
en presencia de A23187 depende de la
cantidad intraeritrocitaria de Ca2+. Por
ello, a este flujo se le ha denominado
flujo de K+ dependiente de Ca2+.

Efecto del AM Pc sobre el flujo de K+
dependiente de Ca2+. — El AMPc inhibe
de manera dosis-dependiente el flujo de
K+ de eritrocitos incubados durante 15
min en un medio con Ca2+ y con A23187
(2 /xM). La concentracion de AMPc para
la que se obtiene un 50 % de inhibicion
se encuentra entre 1 y 2mM. A 8 mM ya
alcanza su valor maximo, aproximada-
mente un 75 %, (fig. 2).

Tras 5 minutos de incubacion, el efecto
inhibidor del AMPc sobre el flujo de K+
es mayor a concentraciones bajas (2 ^tM)
de A23187 (75-80 %) que a concentracio
nes elevadas (25 yitM) (25-30 %), lo que
sugiere que el AMPc es menos activo

Tabla I. Efecto del tiempo de incubacion sobre
el flujo (mmol/l celulas x h) de salida de K+ en

presencia de Ca2+ (1 mM).
Los resultados se expresan como media ± SEM

de 5 experimentos.

Tiempo de incubacion (mm)

5 15 30

FLUJO 24,86±5,30 11,49±3,40 5,19±0.03

o
3

I*z

Fig. 2. Ctirva dosts-respues-
ta del efecto del AMPc sobre el
flujo de K* dependiente de

Ca2*
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Fig. 3. Porcentajc de inhibition del flujo de K+
dependiente de Ca2+ en presentia de concentrationes

cretientes de AMPc.
Efecto de la concentracion de A23187 en el medio.

sobre el flujo de K+ cuando este alcanza
su nivel de saturacion (fig. 3).

En presencia de MIX (inhibidor de la
fosfodiesterasa que degrada el AMPc) 0,5
mM se observa un incremento ligero del
efecto inhibidor del AMPc sobre el flujo
de K+ tras 15 min de incubacion (fig. 4).
El efecto de la MIX se mantiene cons-
tante a distintas concentraciones de
AMPc, para • una concentracion de
A23187 de 2 ^tM. Todo ello sugiere que
la inhibicion observada es debido al
AMPc y no a un producto de degrada-
cidn.

Fig. 4. Porcentaje de inhibition del flujo de K+
dependiente de Ca2+ en presentia de concentrationes

cretientes de AMPc.
Efecto de la MIX 0,5 mM.

Efecto del GMPc sobre el flujo de K+
dependiente de Ca2+ (Tabla II) — A
los 15 minutos de incubacion el GMPc
tambien inhibe, de manera dosis-de-
pendiente, el flujo de K+. Sin embargo, a
diferencia de lo observado con el AMPc,
la inhibicion no se modifica apreciable-
mente con el incremento de la concentra
cion de A23187. Cuantitativamente, el
efecto inhibidor del GMPc es inverso al
del AMPc, siendo mas debil a concentra
ciones bajas de ionoforo y mas potente a
concentraciones elevadas.

Tabla II. Efecto del GMPc sobre el flujo de K+ dependiente de Ca2+ en presencia de distintas
concentraciones del ionoforo A23187.

Los resultados indican % de inhibicion respecto a experimentos control y se expresan como media ±
EEM de 4 experimentos.

GMPc (mM)

A23187(pM)

2 4 10 25

1 12,0 ± 2,0 10,0 ± 0,0 5,0 ± 2,0 7,5 ± 1,0
8 54,5 ± 6,5 43,0 ± 3,0 52,5 ± 3,0 55,5 ± 10,0
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Discusion

En la primera parte de este trabajo se
ha medido en eritrocitos humanos un
flujo de K+ dependiente de Ca2+ el cual
se produce cuando la cuantia intraeritro-
citaria de Ca2+ esta entre 1 y 4 (18,
27). En condiciones fisiologicas la con-
centracion intraeritrocitaria de Ca2+ es
diez veces menor y su mantenimiento es
funcion de una baja permeabilidad a la
entrada de Ca2+, y la actividad de la
Ca2+Mg2+—ATPasa de la membrana’
plasmatica (19). Por ello, en nuestro tra-
oajo, se ha aumentado la concentracion
intraeritrocitaria de Ca2+ mediante el em-
pleo del A23187. En relacion con el iond-
toro del Ca2+ el flujo de salida de K+
presenta dos componentes, uno exponen-
cial para bajas concentraciones de
A23187, y otro estable a partir de una
concentracion de 10 ju.moles/1. Segun al-
gunos autores (11), la activacion de los
canales a traves de los cuales se produce el
flujo de K+—dependiente de Ca2+ re-
quiere la presencia de K+ extracelular
(11). Aunque en nuestro medio de incu-
bacion no habia K+, se ha comprobado
que, en ausencia de iondforo, a los 5 min
de incubacion ya se detectaba K+ en el
medio extracelular.

El flujo de K+ dependiente de Ca2+
aqui medido no depende de la bomba de
Na+, K+ (9) ni del sistema de cotrans-
porte Na+, K+ (3), al ser resistente a la
accion de la ouabaina y de la bumetanida,
respectivamente. Tampoco depende de la
activacion de un mecanismo que saca aco-
pladamente Cl- y K+ del eritrocito
cuando disminuye la osmolalidad del me
dio (13); la osmolalidad del medio de
incubacion se mantuvo siempre en los
limites de la isotonia fisioldgica. Por el
contrario, parece depender de la forma-
cion de canales proteicos en la membrana
para el K+, puesto que disminuye en
presencia de quinina (14).

El flujo de K+ dependiente de Ca2+
disminuye, de manera dosis-dependiente, 

en presencia de concentraciones milimo-
lares de AMPc y de GMPc. Aunque se
desconoce el mecanismo por el que los
nucleotidos ciclicos son responsables de
este efecto, las posibilidades a considerar
podrian ser varias: 1) interaccionando di-
rectamente con el ionoforo del Ca2+ o
con el propio canal para el K+; 2) fosfori-
lando las proteinas de la membrana que
finalmente constituyen los canales para la
salida de K+, y 3) contraponiendose al
incremento del contenido intraeritrocita-
rio de Ca2+ a expensas de estimular algun
sistema de transporte de Ca2+ hacia el
exterior del eritrocito. La primera posibi-
lidad puede excluirse teniendo en cuenta
que el isoproterenol (que actiia sobre re-
ceptores adrenergicos que forman parte
de un complejo proteico situado en la
membrana al que pertenece la enzima
adenilatociclasa), no modifica el flujo de
salida de K+ estimulado por el A23187 en
eritrocitos humanos (25). Aunque no
puede descartarse la segunda posibilidad,
observaciones previas en macrofagos
muestran que en presencia de AMPc dis
minuye la quimioluminiscencia inducida
por el A23187 (15), sugiriendo que el
AMPc puede oponerse a incrementos en
el contenido del Ca2+ libre citosolico a
traves de la estimulacion de algun sistema
de transporte de Ca2+. Habida cuenta de
que en el eritrocito no existe ningun sis
tema de transporte de Ca2+ distinto de la
Ca2+—Mg2+— ATPasa (5), nuestros resul-
tados sugieren que los nucleotidos cicli
cos podrian estimular la actividad de la
Ca2+—Mg2+—ATPasa de la membrana
eritrocitaria.

Aunque se requieren experimentos adi-
cionales para evaluar esta hipoteis, no se
puede descartar que fisiologicamente los
nucleotidos ciclicos actuen como modula-
dores de la activacion de los canales de
K+—dependientes de Ca2+. Modulacion
que tai como se ha propuesto por diver-
sos autores, se ejerce a traves tie cambios
en la actividad metabolica celular, con-
cretamente cambios en la relacion
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ATP/ADP (23) y/o en la relacion
NADH/NAD (7, 16).

Resumen

Se analiza cl flujo de salida de K+ en eritrocitos
humanos incubados en un medio sin K+ con oua-
baina, bumetanida, Cl2Ca y iondforo del Ca2+
A23187. El flujo de salida de K+ resulta depen
diente de la concentracion de A23187 presente en el
medio y es casi completamente abolido en presencia
de quinina o EGTA, por lo que se considera como
un flujo de K+ dependiente de Ca2+. El flujo de K+
dependiente de Ca2+ disminuye en presencia de
concentraciones milimolares de AMPc en el medio.
Un efecto inhibidor similar se observa con el
GMPc. La adicion de MIX al medio de incubacion
que contiene AMPc aumenta el efecto inhibidor de
este compuesto. Los resultados sugieren que los
nucledtidos cfclicos, pueden modular la activacion
de los canales de K+—dependientes de Ca2+ en el
eritrocito humano.

Palabras clave: Calcio, Potasio, Flujos, Eritroci
tos, Nucledtidos ciclicos.
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