VI RESULTADOS

VI.I  Efecto del As;O3 sobre la corriente rectificante de entrada (lk1) en miocitos

de rata.

Se estudio el efecto del As;O3 a las dosis de 100 y 300 pM, encontrandose un
efecto bloqueador del 3% de la amplitud maxima de la corriente a un voltaje de

-120mV, que al analizarse estadisticamente no fue significativo (P <0.05).

El protocolo para activar esta corriente consistio en la aplicacién de pasos de
voltaje, desde un potencial de -120 mV hasta 0 mV en incrementos de 10 mV, con
un segundo de duraciéon, aplicados cada 20 segundos, con un potencial de
sostenimiento de -60 mV. En los registros crudos (Fig. 7A) se observa una
disminucién de la corriente cuando se aplica As;03 a la concentracion de 100 pM;
los registros obtenidos para la concentracion de 300 uM no se muestran debido a
que se observo el mismo efecto con ambas dosis. Para realizar la grafica corriente
contra voltaje, se tomo la magnitud maxima de la corriente al final de cada pulso
de voltaje. Al construir las curvas corriente-voltaje para ambas dosis se muestra
claramente que el As;O; a las concentraciones estudiadas bloquea en igual
magnitud a la corriente lys (Fig. 7B). Es importante senalar que los resultados del
efecto del As;Os, sobre las corrientes |, e lx1 sélo se presentan para las
concentraciones de 100 uM, ya que observamos que a dosis por debajo y mas de

100 uM no las afecto significativamente.
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Figura 7. Efecto del As,O3 100 uM sobre la corriente Iks. En el panel A, se muestran
registros crudos de la corriente Ix; en condiciones control, en presencia de As,O3 100
UM. En el panel B, se muestra la relacién corriente-voltaje para la corriente lxs; en

condiciones control, en presencia de As O3 100 uM y lavado.



Con la relacién corriente-voltaje, se prueba que el As,O3 bloquea parcialmente la
corriente lx1 (3%), y para constatar este resultado, se realizé el andlisis del curso
temporal de la corriente Iy, para ello se realizé un protocolo de estimulacion el
cual consistié de un pulso fijo de -120 mV a 0 mV con una duracion de 1s. El
protocolo fue aplicado en condiciones control, en presencia de As;O3; 100 uM vy
lavado en el cual se puede apreciar que el As;Os3 no ejerce un bloqueo
dependiente de tiempo (Fig. 8A). El analisis se realizé tomando el primer y ultimo
pulso de corriente y se analizé en funcién del tiempo, finalmente se grafico en
funcién del numero de pulsos, obteniendo un bloqueo del 3%., por lo cual se
busco el tiempo de instalacion del efecto del As;O3; sobre la corriente lyq, este
tiempo fue de 8.62 min. Con este tiempo se puede bloquear el 100% de nuestra

corriente (Fig. 8B).
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Figura 8. Curso temporal de la corriente I;. En el panel A, se muestran los registros
crudos control, en presencia de As,03; 100 uM y lavado; en los cuales se puede apreciar
que el As,O3 no bloquea la corriente con respecto al tiempo. En el panel B, se muestra el
analisis estadistico de las corrientes obtenidas del panel A. Este analisis nos indica que el

As,0O3; 100 uM no bloquea la corriente Iy, con respecto al tiempo.



VI.2 Efecto de bloqueo del As,O3 sobre la corriente transitoria de salida (Iy) en

miocitos de rata.

Se estudid el efecto del As,O3; a las concentraciones 30, 50, 80, 100 y 300 uM.
Para el analisis se tomo la ECsyp de 100 uM para estudiar su efecto sobre el
componente rapido, el cual consistié en una disminucion de la corriente en un 60%
respecto al control y el componente sostenido decremento un 30%; en ambos
casos el efecto fue significativo (p<0.05). El efecto observado es irreversible (Fig.

9B).

Para la activacion de la corriente transitoria de salida se aplicé un protocolo de
estimulacién que consistio en pasos de voltaje de -60 mV hasta +50 mV en
intervalos de 10 mV, partiendo de un potencial de sostenimiento de -60 mV., con
una duracion de 1s, aplicados cada 20s; la magnitud de la corriente se midié al
pico maximo después de cada paso de voltaje. Los registros crudos muestran que
el As,O3 bloquea esta corriente en su componente rapido como también su
componente sostenido, siendo importante el hecho de que al retirar el As,O3 de la
perfusion el efecto es irreversible (Fig. 9A).

En la figura 9B, se muestra el analisis de corriente-voltaje de la corriente |, en
presencia de As,;O3 en la cual se aprecia que hay una disminucion del 60% de la
corriente total, también se muestra que no existe una recuperacion de la corriente

después de retirar este farmaco.
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Figura 9. Bloqueo del As,O3; sobre la corriente l,. En el panel A, se muestran los registros
crudos de la corriente li, en condiciones control, en presencia de As,0O3; 100 uM y lavado,
hay disminucién en la amplitud de la corriente en un 60% a un potencial de sostenimiento
de +50mV. En el panel B, se muestra la relacion corriente-voltaje para la corriente Iy, en

condiciones control, cuando se perfunde As,0O3; 100 uM vy al retirar el As,O; de la perfusion
y lavado.



Para obtener la ICsy del As;O3; se realizaron una serie de experimentos con
diferentes concentraciones. Finalmente se graficaron las relaciones corriente-
voltaje y de ahi se tomaron los valores maximos de bloqueo y se graficaron en
funcién de la corriente total, estos datos fueron ajustados con la ecuacion del Hill.

La cual nos dio un numero de Hill de 2.3 y una ECsy de 97.55uM (Fig. 10).
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Figura 10. Curva concentracion-efecto. ECs, de As;Os, concentracion efectiva para
bloquear el 50% de la corriente |, el ajuste se realizd6 con la ecuacion de Hill. Las
concentraciones utilizadas fueron: 10 yM, 30uM, 50M, 100uM y 300uM.

Con el resultado de la grafica 10, se empled la ECsy para saber si el As;O3
bloqueaba al canal en su estado inactivacion estado-estable, debido a que no

sabiamos si el As,O; interaccionaba con el canal en el estado abierto o inactivado,



por lo cual era necesario hacer un analisis mas a fondo sobre la inactivaciéon
estado-estable de la corriente. Para obtener la inactivacion estado-estable de la
corriente se aplic6 un protocolo de doble pulso de -60 mV a +50 mV con
incrementos de 10mV (cada 20 s), con un segundo de duracion, seguido de un
pulso despolarizante fijo de -60 mV a +50 mV con una duracion de 200 ms. Las
corrientes generadas por el pulso despolarizante fueron medidas al pico para
obtener la magnitud de dicha corriente en cada paso de voltaje. Este
procedimiento se realizd en condicion control y después de perfundir As,O3; 100

MM con su respectivo lavado.

En la figura 11, se muestra el analisis realizado para la inactivacion estado-estable
de la corriente li,. Por ultimo se realizé un ajuste con la ecuacion de Boltzmann
para saber si habia una dependencia del efecto del As,O3 sobre la inactivacién del
canal, y nos dio los siguientes parametros: registros control (0): Vip=-15.28 mV y

una K= 8.8 y con As;03 100 uM (e): Vo= -27.54 mV; y una K= 8.4, esta diferencia

no resulté significativa (t-student). Este analisis nos indica que el bloqueo realizado
por As,0O3 sélo se presenta si esta activado el canal (corriente total) pero no asi en
el estado inactivado o cerrado, con ello podemos afirmar que el bloqueo ejercido

por As,O3; no cambia la activacion de la corriente.
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Figura 11. Inactivacién estado-estable de la corriente l;,. Para obtener la V4, y K, se utilizd
la ecuacion de Boltzmann. El analisis de los registros control (o) nos dié una Vo= -
15.28mV y una K= 8.8; en presencia de As,03 100 uM (e):V4,= -27.54mV; y una K= 8.4.

Las diferencias de las V4, fueron de 12.26mV.

Este corrimiento de voltaje a valores negativos de la inactivacion estado-estable
de la corriente I, en presencia de As,O3; 100 uM, nos indica que la velocidad de
inactivacion del canal es mas rapida. Por lo cual tenemos un incremento del

componente sostenido de la corriente lio.



Por ultimo se analizé el tiempo de instalacion del efecto del As;Os; sobre la
corriente ly,, para ello utilizamos un protocolo de estimulacion fijo de -60 mV a +50
mV con una duracién de 1s. En la cual se empled la ICso del As,O3 100 uM. En la
figura 12A, se muestran los registros crudos obtenidos bajo condiciones control,
presencia de As;O3 y su respectivo lavado, en este andlisis se indica nuevamente
que el efecto de bloqueo del As;O3; es dependiente del tiempo, el bloqueo es
dependiente del estado abierto del canal. El tiempo necesario para la instalacion

del efecto del As;O3 fue de 1.40min (Fig.12B).
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Figura 12. Curso temporal de la corriente l,. En el panel A, se muestran los registros

crudos control, en presencia de AsO3 100 uM y lavado. En el panel B, se muestra el
andlisis estadistico de las corrientes obtenidas del panel A. As;O3; 100 uM bloquea la

corriente |y, con respecto al tiempo.
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El As,;0O;3 bloquea la corriente total de |y, asi mismo encontramos que tiene un
efecto dual sobre la corriente, es decir el As;O3 bloquea la corriente total y al
mismo tiempo decrementa el componente sostenido de la corriente ly,. En la figura
13, se muestra la relacion corriente-voltaje, se puede apreciar cuando se perfunde
As;03 100 uM, hay un decremento del 30% del componente sostenido de la
corriente l,. Este decremento del componente sostenido es parcialmente

reversible al lavado.
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Figura 13. Curva corriente-voltaje del componente sostenido de la corriente l,. Se
presentan el analisis de registros control, en presencia de As,0; 100 uM y lavado sobre el

componente sostenido de .
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