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RESUMEN

El canal de potasio activado por calcio de wmusculo
esquelético de rata es un canal representativo de 1los
canales de alta conductancia activadoe por calcio. Estos
canales son muy selectivos a potasio y a la vez de alta
conductancia. Con el objetivo de determinar algunos
aspectos de la morfologias de la proteins, que le permiten
tener caracteristicas tan singulares, se ha estudiado la
interaccién de sales de amonio cuaternarias con el canal.
Los resultados obtenidos indican que :

Los cationes orgéanicos son capaces de interactuar con
el canal de un modo que ee dependiente del potencial
eléctrico, bloqueando la corriente que pasa a través del
canal.

El blogueador puede 8ser liberado aumentando la
concentracién de potasio en el wismo lado en que Be agregsa
el bloqueador, en el opuesto, 6 ambos, indicando que el
bloqueo ocurre en el sistema de conduccién.

De 1las caracteristicas de los bloqueadores se muestra que
el lado citoplasmédtico del canal es hidrofébico, en cambio
el lado extracelular es polar.

De las diwmensiones de los compuestos usados como

bloqueadores se puede determinar que el lado

xiv




citoplasmético posee una zona de acceso de a lo menos 0.5
nm de radio con una constriccién abrupta a 1 nm de
profundidad. El lado extracelular es de 0.3-0.4 nm de
radio, el cual dieminuye progresivamente haste unos 0.2 nm
a una profundidad de 1 nm.

Se estudia wademés la cinética de la reeaccién
ligamen- liberacién de TEA por el lado extrecelular usando
un enélisis que considera las fluctuaciones de le
conductancia del estado abierto. Loe datos cinéticos
indican que el bloqueador se liga en wuna reaccién de
seudoprimer orden con una energia de activacién de 18 kT.
Los resultados indican que el cenal tiene dos grandes
regiones de acceso y que la region de méaxima resistencia

es & lo wmés de 0.35 nm de largo.
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ABSTRACT

The calcium activated K* channel from skeletal muscle
is representative of calcium activated K* chennels. These
channels have both large conductance and high selectivity.
In order to understand how these channel properties can

coexist I have studied the interaction between quaternary

ammonium compounds and the channel. These compounds have
been wused previously to probe the gross structural
features of the ionic conduction pathweys of other

potassium channels.

Channels vere incorporated into planar phospholipid
bilayer membranes, and single-channel currents were
measured in the precence of ammonium-derivatives cetions
in the aqueous phase. The main results are the following:
Orgenic cations can block the the channel in a voltage
dependent wmanner. When added to the cytoplasmic side all
movovalent blockers appear to interact with a sBite located
at 27 % of the electrical potential drop measured from
this side.

The blockade can be relieved by increasing the K*
concentration in the blocker’s side, in the opposite side
or in both, =showving that the blocker occupies & site

inside the K* conduction pathway.
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The relation between blocker structure and affinity

by the binding esite indicates that the cytoplasmic side is
hydrophobic but the extracellular side is polar.
The results lead to a picture of the channel containing a
wvide nonselective cytoplasmic opening of 1 nm in depth,
followved by B8 narrov cosetriction smaller than 0.25 nm in
diameter. The extracelluler side presents an opening of
0.3-0.4 nm in radius that gredually decreases et 1 nm of
depth.

Kinetic properties of blockade by TEA at the
extracelluler side vere also studied by a method that
considers the fluctuetions of open s8tate current. The
kinetic data showved that the blocker binds according to a
pseudo first order reaction, wvwith an activation energy of
18 kT.

The above results indicate that the calcium activated
K* channel has two large access sites, vhere approximately
8 helf of the total voltage drops. These data predict that
the region connecting the tvo access sites ie a narrow

pore shorter than 0.35 nm.
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Introduccién

INTRODUCCION

La estructura comiun a toda membrana biolégices es la
de una doble capa de lipidos, con proteinas inmersas en
ells. Segun la posicién gque ocupan en la bicapa se
distingue entre proteinas extrinsecas y intrinsecas
(Singer y HNicolson, 1972). Les primeres interactuan sélo
con una de las dos monocapas, en cambio las segundas son
capaces de atravesarlas. Algunas proteinas intrinsecas,
llamadas canales iénicos, se encargan de la conduccién de
perticulas cargadas.

Algunos canales iénicos son mas eficientes que otros
en trasportar iones a través de la membrana. Como el
trasporte de ionee genera una corriente eléctrics, le

medida de le eficacia en la conduccién se expresa como la

conductancia del ceanal, que es una relaecién entre la
corriente y el potencial eléctrico necesario para
generarla. La conductancia es el valor reciproco de 1la
resistencia eléctrica, y 8e wmide en Siemens (S). Un

Siemens corresponde a la conductancia de un material que
al aplicarle una diferencia de potencial de un volt, deja
pasar una corriente de un ampere. Debido & que las
conductancias de los canales iénicos son bajas, se

prefiere usar la unidad de picosiemens (pS) que
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corresponde & 10-!®t S,

La membrana celular, como barrera a8l peso de
substancias es altamente selectiva, esto quiere decir que
deja pasar con mayor facilidad ciertas substancias més que
otras. La eelectividad de les membrana & los iones esté
dada por la selectivided de los caneles que ésta contiene.

Loe cenales iénicos tienen la propiedad de veriar

eleatoriamente su conductancia entre varios estados
diecretos, que generalmente son dos, uno conductor,
llamado abierto, y uno no conductor, llamado cerrado. El

canal es capaz de modificar le corriente promedio que
transporta, variando las probabilidades de transicién
entre los estados abierto y cerrado, en respuesta a
diversos estimulos, como por ejemplo variacién en la
concentracién de Ca®**, de ATP, 6 alguna drogs, como la
acetilcolins, 6 cambio en el potencial de wmembrana. La
propiedad de cada canal de modificar las probabilidades de

apertura y cierre, en respuesta a los estimulos antes

mencionados, es el wmodo como la célula wmodula las
corrientes gue circulan a traveés de la membrana
plasmatica. Los canales que aumentan su probabilidad de
apertura en presencia de un compuesto quimico ( por

ejemplo acetilcolina) 8se dice que son activados por
(acetilcolina) ese compuesto. Los canales que modifican su

probabilidad de apertura con el potencial se llaman
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canales dependientes de potencial.

Esta ultima propiedad, junto con 1la selectividad,

constituyen la base de la excitebilidad celular.

Canales de potasio activedos por celcio.

Se ha descrito canales de potesio sactivados por
calcio en membranas provenientes de diversos origenes.
Algunas de éstes son : células musculares de rata en
cultivo, ( Blatz y Megleby, 1984 ); membrena besolateral
del acino de lea gléndule salival, en rata (Maruyama vy
col., 1983); células disociadas de musculo liso, (Singer y
Walsh, 19584); linea de células provenientes de la
pituiterie anterior, ( Wong y Lecar, 1882 ); wmembranas
aisladas de tubulo transverso de musculo de conejo,
(Vergara y Letorre., 1983 ; Latorre y col. 1982 ); musculo
liso de conejo ( Cecchi y col, 1985); células cromafines
de bovino ( Yellen, 15984 ).

Todoe estos canales, llamados de alte conductancia, pars

distinguirlos de los canales de potasio "clasicos" (vease

més adelante), comparten numerosas propiedades, algunas de

estas son las que se detellan a continuacién :

1) Son activaedos por celcio, esto quiere decir que el
aumento en la concentracién de calcio en la ceara
citoplésmatica del canal produce un aumento en la

fraccién de tiempo abierto.
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2) Tienen una conductancie extraordinariesmente alta, de
modo que son capaces de transportar una gran cantidad
de iones en poco tiempo.

3) Son muy selectivos a potasio. La conductencia para
este 1ion es mucho mayor que para otros cationes

alcalinos.

Lo extraordinario de las caracteristicas de
conduccién de estos canales se desprende de le comparacién
de sus propiedades con las de otros canales de potasio
conocidos, y de examinar las leyes que gobiernan la
conduccién eléctrica en medio acuoso. Le hipétesis basice
es que los canales constituyen poros a través de los
cuales circulan los iones.

La tablea 1 muestra las propiedades de conduccién de
tres grupos de canales iénicos & saber, selectivos, no
selectivos y de alta conductancia activados por Ca®*. La
tabla 1 muestra un hecho bastante general; que los canales
selectivos tienen baja conductancia y los canales de alta
conductancia no son selectivos. Los canalese de potasio de
alta conductancia parecen constituir un grupo aparte. Para
que un canal tenga alta conductancia deberia tener un
diédmetro grande, mucho més grande que el diémetro del ion,
para que sea eficiente en la conduccién, reciprocamente,

para que opere algun mecanismo de selectividad se requiere
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Tabla 1

Conductancia y Selectividad
para diversos caneles iénicos.

Preparacién Condicién pS Selectividad

canales de potasio.
Ax6n de jibiae 10 K, 7400 K, 12 K* >Rb* >NH4*
Huevo de tunicado 100 K. /7400 K, 7 T1l+*>K*>Rb*
Neurona de Heélix 100 K* 2 T1l+*>K* >Rb*
Eritrocito 100 K* 18 K*>>Na*

canales no selectivos
Hemocianina 100 K* 200 K* >Na*>Cl->Li*
Porina (E. coli) 100 Ne* 140-480 No
Porina mitocondrial 100 K- 450 No

Canales de K* activados por Ca*®

Tabulo T 100 K- 230
Musculo liso 100 K* 230
Cel. cromafines 140 K* 180 Tl+*>K*>Rb*>>Cs*
Miotubos 140 K* 187
Pituitarias 145 K+ 208
Table wodificada de Latorre y Miller (Latorre y Miller,
1983) Las concentraciones iénicas son wilimolares. K,
concentracién de potasio intracelular, K. concentracién de
potasio extracelular, K* concentracién de potasio en

condiciones simétricas.
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una interaccién estrecha entre el ion y la proteins, pero
este Ultimo requisito no es compatible con un poro de gran

diametro.

Conduccién de iones en solucién.

La conduccién de iones en solucién estéd caracterizeda

por la conductividad eléctrica, que es le conductencia de
un cilindro de 1 cm® de seccién, l cm de 1longitud vy
concentracién 1 M. Para una solucién de KC1 de

concentracién 100 wmM su valor es de 1.28 10-t Q-iecm !,
Supongamos que el canal tuviera 5 nm de largo, gque es el
espesor de una membrana tipica, Y que su radio fuera 0.18
nm, el radio del Cs*, el més grande de los cationes
alcalinos, entonces el canal tendrie una conductaencia de
26 pS. Para que el poro tenga una conductancia de 230 pS,
conductancia de lose canales de potasio de alta
conductancia activados por celcio, B8u radio deberia ser de
0.53 nm, es decir podria conducir una molécula tan grande

como glucosa, luego no serian sBelectivos.

Hasta este punto, parece impoeible entender las
caracteristicas de conduccién de los canales de potasio de
alta conductancia activados por Ca*®*, suponiendo que estos
tienen la estructure de un simple poro. Se esperaria que

el canal tuviera una estructure wés compleja, en la que
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s6lo pequefias zonas de la proteina tomen contacto estrecho
con el ion y proporcionen la selectividad, y amplias zonas
externas que constituirian las vias de acceso del ion al

poro, donde el ion se conduciria como en la solucién.

Hille habla de "filtro de selectividad" para
referirsee a8 le seccién mas estreches del canal (Hille,
1984). En los canales de potasio activados por calcio de
alta conductancia, se ha propuesto que el filtro de
selectividad deberie ser una parte muy pequefia del +total
de 1la via de conduccién, y el resto de la via de paso
deberia estar constituide por zonas muy amplias, es decir
muy conductoras (Latorre y Miller, 1S83).

Las observaciones anteriores plantean la necesidad de
un estudio detallado de las ceracteristices de las vias de
acceso al canal para determinar que caracteristicas tiene
el poro tal que le permiten al cenal tener alta

conductancia s8in que deje de Ber selectivo.

Como estudiar le propiedades estructurales de los canales
de K-*.

La earquitectura de un canal iénico es muy dificil de
estudiar usando los métodos corrientes de determinecién de
estructuras de proteinas. Las dificultades surgen en el

poceso de purificacién, durante el cual las proteinas de
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membrana, generalmente, pierden Bu conformacién netive al
retirarlas del ambiente lipidico. Por otra parte los
caneles i6nicos constituyen una fraccién muy pequefia del
totel de las proteines celulares.

Un método para dilucidar las caracteristicas
estructural de un cenal iénico, particularmente de 1lea
regiétn que tiene que ver con el trasporte de iones, es
estudiar la interaccién de la proteina con moléculas que
interfieren con la conduccién. Estas moléculas se
denowminan blogqueadores, Yy 8on capeces de alterar la
corriente que circula a través del canal.

El compuesto mas usado para bloquear las corrientes
de potesio es el tetraetilamonio. Este compuesto tiene un
tamafio muy parecido al del potasio hidratado. Se cree que
a este hecho se debe su propiedad de bloquear una gran
variedad de corrientes de potasio en las preparaciones mas

diversas (Stanfield, 1983).

Ideas centrales en el bloqueo.

El fundamento del bloqueo es sencillo. El hecho que
una molécula sea capéz de penetrar al interior de un canal
demuestra la existencia de una cavidad de tamafio igual o
mayor que esa molécula. Esta es la idea central que sBe ha
usado para explorar aspectos estructurales de canales

iénicos usando blogqueadores. Otros puntos de vista
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complementariose ®=son la dependencia de potencial eléctrico
del bloqueo y la relecién entre los grupos quimicos del
blogueador y su afinided por el canal. Si en el poro se
esteblece un campo eléctrico la energie del ion blogqueador
varieréd més con el potencial sesplicado cuanto més profundo
penetre éste en el campo. Este cambio en la energie de
unién se manifestaréd como una afinidad dependiente de
potencial, que sera una medida de la "profundidad" a la
que penetra el blogueador.

La relacién entre la afinidad del bloqueador por el
sitio de ligémen y los grupos quimicos que el compuesto
posee indica qué tipo de interacciones hace éste con el
canal, y por tanto da una idea de la constitucién del

gitio de ligamen.

El canal de potasio de axén de jibia (Armstrong,
1975) y el canael de potasio del reticulo sarcoplésmico
(Miller, 1982a), sBon dos canales en que e ha estudiasdo la
estructura de las vias da acceso, usando blogqueadores.
Armstrong (Armstrong, 1975) estudié la inactivacién de las
corrientes de potasio, en axén, causadas por derivados del
TEA puestos dentro de la célulae. Cuando se registraron las
corrientes de potasio, en presencia de derivados de TEA.
Se encontré que habia més inactivacién de la corriente

cuanto més hidrofébico era el derivado, y que la corriente
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original se recuperabes al hiperpolarizar la célule. Con
estas observaciones se planteé un modelo en que la
corriente de potesio circule & través de un poro, que en
su care interna tiene una zona hidrofébicas, gue puede

acomodar la parte apolar del TEA.

El canal de potasio de ax6n también ha sido
ampliamente estudiado por R. French ( French y Shoukimas,
1981, 1985). French examiné las corrientes macroscépicas
de potasio (corriente llevada por un gran numero de
canales), en condiciones de potencial controledo. Al

estudiar le relecién corriente voltaje insténtenea vié que

el blogqueoc era dependiente de potenciel, esto es, el
blogqueador era mas efectivo al poner potenciales
despolarizantes.

El modelo para el bloqueo dependiente de potencial ha
gido desarrollado por Woodhull (Woodhull, 1973). Segun
este wmodelo un ion bloqueador puede unirse a un sitio en
el canal e impedir la conduccién. Cuando el ion bloqueador
deja el cenal el proceso de conduccién es normal, es decir
un bloqueo del tipo todo o nada. Las suposiciones
fundamenteles de este modelo son :

-Los canales considerados en el wodelo estéan abiertos, no
interesa cémo los canales se abren y 8Be cierran, s8sé6lo

cuenta la fraccién de canales abiertos que han sido
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bloqueados.
-Otros idiones no interfieren con 1a unién del blogueador =

su sitio.

Segin la teoris de velocidad sbsoluta de reaccién

{Glasstone, 1847) lia velocidad de ligemen, y la velocided
de 1liberacién del blogueador del sitio son funciones
exponenciales del potencial de membrana.
Con estas suposiciones Woodhull dessrollé una expresién
para la'corriente en presencias del blequeador, sguponiendo
ademés que éste no es capaz de trasportar corriente a
travée del canal. La expresidn es la siguiente :

I = I./¢(1 + [B3/Kd{Q)exp(z&FV/RT)) 1
en que I es la corriente en presencias del bloqueador, Ia
en ausencia de éste, [B] la concentracién de blogueador,
Kd(0) la constante de digpociacién del blogqueador del sitio
de ligamen & potencial cero, y 26 la Ifraccién del
potencinl, V, que afecte le energias del ion bloqueador en
el ?itio de ligamen. Si el potencial cae linealmente a lo
largo del poro, una fraccién del potencial equivale a una
fraccién de distencia, por lo que al parametro zé& se le
llama comunmente distancie eléctrica o valencia efectiva
de bloqueo (véase figura 1).

French (French y Shoukimas, 1981) usdé la teoris de

bloqueo de Woodhull para interpretar sus dstos. Su

11
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postulado era que si1 el cenal de potesio era un poro con
les caracteristicas indicadas por Armstrong (Armstrong,
1975), al bloguear la corriente usando N-alquil amonios de
distinto tamefio seria capaz de encontrar un compuesto 1lo
suficientemente grende que no bloqueara. Sin embargo
French y Shoukimas, (1981) encontraron que la afinidad de
los N-alquil amonios aumenta conforme sumenta el tamafio
del compuesto, lo que le Bugiére una gran zona hidrofébica
en ls entrada al canal. El compuesto de mayor tamafio usado
por French es es el tetrapentilamonio, cuyo diametro es
~0.12 nm, esta es una estimacién del limite inferior del
tamafio del acceso al canal. Por otra parte encontré que
los derivaedos con grupos polares eran capaces de penetrar
més en la via de conduccién, como s8i el interior del poro
fuera particularmente polar.

El primer y Unico estudio de la arquitectura de wuna
de las dos vias de acceso, usando bloqueadores, en canal
individual, a diferencia de 1los anteriores, hechos
midiendo las corrientes macroscépicas, fue realizado por
Miller y colaboradores (Coronado y Miller, 1980; Miller,
19582a), en el canal de potasio del reticulo sarcoplésmico.
En este canal, una gran cantidad de compuestos orgénicos,
del +tipo amines y guanidinas son capaces de reducir 1la
corriente que circula por el estado abierto del canal de

un wmodo dependiente de potencial. Por analogia con el




Introduccién

modelo de Woodhull, se interpreté esto como una expresién
del equilibrio entre el bloqueador y su sitio de ligemen
(Coronado y Miller, 1979). De la reduccién de le corriente
sBe calculdé Kd y la distancia electrica zé. Estos sutores
encontraron que todos los compuestos probados blogqueaban
con une misma distaencie eléctrica zé, indicando que se
ligen en un Bitio locelizado en la misme posicién en el
campo eléctrico establecido a través de la membrana. Esta
observacién les sugirié que el canal poseia una entrads
grande seguida de un poro estrecho. Miller desarrollé una
técnica (Miller, 19582a) para medir la profundidad de ests
vie de acceso usando, como bloqueadores, sales de amonio
cuaternariaes divalentes de estructura (CH,),;(CH.).;(CH3),
con diversose valores de n (Bies@n). Miller postulé
(Miller, 1982a; Miller, 1982b) que 8i el efecto del
potencial sobre el bloqueo se debe a la penetracién de
carga eléctrica en el campo eléctrico éste seréa mayor
cuento més cargs penetre o cuanto més penetre en la via de
conduccién. Por 1lo tanto los compuestos Bis@n, por el
hecho de tener dos cargas, deberian bloquear con una
dependencia de potencial wmayor ;ue la encontrade para
compuestos monovalentes equivalentes (N-trimetil n-

alcano).
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Miller demostré posteriormente que esto
efectivamente era correcto, aun mas, para un vaelor de n
suficientemente grande encontré que la dependencia de
potencial es igual & la de los compuestos monovalentes,
como esi lea segunda carga del amonio no penetraras el campo
eléctrico, el largo de este compuesto corresponde entonces
a la profundidad del poro (Miller, 1982a).

Esta técnice de wusar lose compuestos Bis@n como
bloqueadores también permite determinar el potenciel en
funcién de la distancia. La hipétesis clave se basa en que
todoe 1los compuestos wmonovalentes bloquean con igual
dependencia de potenciel, es decir se ligan al wismo
gitio. Con esta hipétesis, sBe puede postular que una de
las dos cargas de los compuestos Bisln siempre se uniré al
mismo sitio al gque se unen los compuestos monovalentes. La
segunda carga guedaréa 8 une distancia exactamente igual al
largo de la cadena del compuesto del sitio de ligamen para
compuestos monovalentes. Asi la dependencia de potenciel
para compuestos divalentes sera iguel a la sBuma de los zé
de 1las dos carges. La relacién entre el valor de zé
observado (Zépivaeirente) Yy las distencias eléctricas de
cada una de las cargas ( zén, y zé, ) es :

Zépivartente = Zba + 2&, 2
Por 1lo taento al medir el efecto del potencial sobre el

bloqueo causado por los compuestos Bis@n, y conocido zéa.,
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se puede determinar zé,, que es la fraccién del potencial
a una distancia iguel al largo de le caedena del sitio de
ligamen para compuestos monovalentes.

Repitiendo esta medicién para una serie de compuestos
Bise@n Miller logrd determinar el potencial en funcién de
la distancia en uno de los accesos del canal de potasio de
reticulo sarcoplésmico (Miller, 1982a).

Estoe ejemplos dan une idea del tipo de informacién
estructural que se puede obtener del blogqueo de la
corriente que pasa & través de los cenales de potasio,
usando amonioe cuaternarios. Ademas muestran que es
razonable la hipbétesis de accesos grandes para explicar
las caracteristicas singulares de conduccién de los
canales de potasio de alte conductancias, ya que este tipo
de estructuras pueden existir, como ha sido demostrado

para otros canales de potasio.
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OBJETIVOS

El canal de potasio activado por Ca®* es un canal

representativo de los cenales de alte conductancias, tiene
una elte selectividad & potasio, y una gran conductancia.
Estes caracteristices de conduccién son incompatibles con
le estructura de un poro acuoso de diametro uniforme. Los
objetivose de esta tesis son estudiar las caracteristicas
de las vias de acceso e iones, que permiten al cenal tener
una alte conductancia 8in perder las propiedades de
selectividad. Lo objetivos especificos son los que se
detallan & continuacién :

1) Demostrar que los cationes organicos bloguean por
oclusién de la via de conduccién.

2) Estudiar la hidrofobicidad de los accesos, de modo de
determinar le caracteristicas electrostéticas del
medio en que se mueven los iones.

3) Estimar las dimensiones de los accesos del canal,
estudiando el blogqueo para amonios cuaternarios de
distinto tamafio y forma.

4) Estudiar el proceso cinético de ligamen-liberacién del
bloqueador y determinar el perfil de energia potencial

para los iones en los accesos.
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TEORIA

Teoria de blogueo

En esta Beccién sBe muestran los fundamentos teéricos
de las ecuaciones usesdas pare analizar el blogueo de canal
individual. Estas son las que predicen la disminucién de
la corriente y le forma del histograma de amplitudes.
Procesos de dos estados

En esta parte se muestra cual es la probabilidad de
encontrar uno de los dos estados en el equilibrio (Hodgkin
y Huxley, 1952 ; Colquhoun y Havkes, 1977; Colquhoun y
Havkes, 1983).

Consideremos un proceso de dos estados 0O y B. Sea B’
la probabilidad de transicién por unidad de tiempo que O
se transforme en B, y o la probabilidad por wunided de
tiempo que B e transforme en 0. El esquema cinético para
este proceso es el siguiente :

O==8B 3
a

Si suponemos que las probabilidades de transicién por
unidad de tiempo son independientes del tiempo se tiene
gue las velocidades de transicién estan dadas por las

siguientes ecuaciones (Colquhoun y Havkes, 1977) :
dP(0)/dt = aP(B) - B'P(0) 4a
dP(B)/dt = B’P(0) - «oP(B) 4b

Aqui P(0) es la probabilidad de estar en O, y P(B) es la

17
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probabilidad de estar en B, 1luego P(O) y P(B) esten

relacionedos segun :

P(O) + P(B) = 1 S5
En el equilibrio ( un tiempo muy largo despues de hacer
una perturbacién ) las derivadas con respecto al tiempo se

anulan, luego se tendra que :
P(B,q.)/P(0,,.) = B'/a = K 6
A la razén K se 1le llama constante de equilibrio del
proceso. La probabilidad de O en el equilibrio se obtiene
de (5) y (6) :
P(O,e.) = (1 + B'/a)-* = (1 + K)-! 7
Ee decir la probabilidad de O en el equilibrio quede
completamente caracterizada por la constante de equilibrio
K. Este hecho es general para cualquier proceso de dos

estados.

Blogqueo del canal como un proceso de dos estados.

Si suponemos que el proceso cinético de ligamen y de
liberacién del blogueador es un proceso de dos estados, en
que O es el estado abierto y B el bloqueado, la
probebilidad por unidad de tiempo, g’, gque el canal =se
bloquee dependeréd de la concentracién de bloqueador (por
enalogia con las reacciones quimicas de seudo primer
orden). En este caso el esquema cinético es :

DgZB 8a
a
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B’ = BIB] 8b
En este ceso llamaremos & la razén a/B constante de
disociacién (la denotaremos por Kd). Ahora P(O) es 1la

probabilidad que el canal no esté bloqueado. Claramente
P(0O,,.) dependera de la concentracién de blogqueador [Bl.
La expresién es la siguiente

P(D,q.) = (1 + [Bl/Kd )-! S

Efecto del potencial eléctrico sobre la constante de
disociecién.

Si el ion blogqueador penetra en el campo eléctrico de
la wembranes, se esperara que la constante de disociacién
dependa del potenciel eléctrico. El potencial puede
favorecer el ligamen estebilizando el ion en el sitio, o
desestabilizarlo al aumentar la energia del ion en el
sitio.

Consideremos una membrana de espesor d y un sitio de
ligamen a una distancia éd medido desde el lado 1 (fig.1l).
Analicemos como actua el bloqueador puesto en el lado 1.
Todas las distenciaes se expresaran como una fraccién & de
la distancia total d, Yy el espesor de la membrana seré 1.
El pozo de energia potencial estaréd a una distancia éd del
lado 1. Llamemos &, a la posicidén del wméximo de la barrera
de energia medido desde el lado 1, y 6. a la distancia

desede el wéaximo de la barrera de energia al sitio de
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SOLUCION1 MEMBRANA SOLUCION 2
Aw ‘52
S SE—

ENERGIA

POTENCIAL
DEL ION

AG=zIFAV
aAv
d P
Figura 1

Perfil de energia para un ion en su entrada al canal.

Una fraccién & del potenciel afecta al ligamen. En estas
condiciones el corrimiento del pozo de energia potencial
ese =zéFAV si AV es le diferenciae de potencisl entre ambos
ladoe de 1la membrana. Obsérvese que la fraccién &
corresponde a una fraccién de la distancia cuando se
conoce como varia el potencial a lo largo del poro.
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ligamen. La probabilidad que el bloqueador entre al gitio
depende de la diferencia de energia entre el lado 1}

( Bolucibn ) y el méximo de le berrers de energia
potencial, ¥y la probebilidad de salida del bloqueador
depende de le diferencie de energia entre el sitio y el
maximo de la barrers.

Si ese produce un cembio en el potenciel eléctrico de
magnitud AV en el lado 1, referido al lado 2, lado en gue
definimos el cerco de potencial, el cambic de potencial que
ge produce =& la distancie &, e= 6,AV. 651 el i1ion tiene
valencia =z, el caembic de energis potencial que experimenta
el ion & la distencia éd es zé,FAV.

Luege 1a probebilidad por unidaed de tiempo que el idon
entre sl sitio va a depender del potencial:

8 = B.expl+zé&, FV/RT) 10
Por un razonamiento andlogo Be obtiene le probabilidad por
unidad de tiempo de salida del sitio de ligamen en funcién
del potencial:

a = g.expl(-z&: FV/RT) 11
Asi el efecto del potencial sobre la constante de

equilibrio es :

Kd = Kd(O)exp(+z&FV/RT) 12a
& =2 &; +8,; 12h
Kd{(0) = «,/8, 12c

Esta fHltima ecuacién noe dice que sl aumentar el potencial

21




Teoria

en el lado 1 se facilite la entrada del bloqueador y se
dificulte su salida.

Observemos que, por simplicidad, se supuso que el
potencial cae linealmente a lo largo del poro. Esto puede
no ser asi, en este caso zé es la fraccién del potencial
total aplicado que modifica el pozo de energie pera el ion
en el sitio de ligamen. .Haciendo esta salvedad en 1lo

sucesivo se llamard & zé simplemente distencia eléctrica.

; Que se deberia esperar del bloqueo de un canal unico ?

En el bloqueo de la corriente a través de un canal
individual se obeerve una disminucién de ésta causada por
el blogueador. Si el blogqueo es un proceso de dos estados,
y las probabilidades por unidad de tiempo de ligamen vy
liberacién del bloqueador son B’ y «a respectivamente,
esperariamos que el canal se abra, fluctue entre el estado
abierto y bloqueado Yy luego se cierre. Este tipo de
bloquec fue observado por Neher y Steinbach (Neher vy
Steinbach, 1978) en el receptor de acetilcolina, usando
como blogueador un derivado de la lidocaina.

Si los tiempos medios de permanencia son wmuy cortos,
es decir las constantes o« y B son muy grandes, el sistema
de medicién no aslcanze a captar las transiciones entre dos
estados definidos de conductancia, 2ino que regisetra una

disminucién aparente de la corriente que pasa a través del
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canal. A wenudo se snaliza esta disminucidén con lae mismas
ecuecionesg desarrolladase para el blogqueo de la corriente
mecroecépica aunque los mecanismos que le producen son
distintos para corriente macroscépica y corriente a travée
de canal unico.

En el blogqueo de la corriente macroscépica la
digminucién de la corriente se debe 8 la disminucién de
canales funcionales en cada instante. En la disminucién no
participa el sistemas de medicién. En cambio en el blogueo
de la corriente que circula a través de wun cansal
individual se produce porque el sistema de medicién, al no
poder seguir 1las transiciones répidas entre el estado
abierto y blogueadc, mezcla la corriente en un instante
con la del instente anterior (Figura 2).

El wvalor de Kd medido de la disminucién de la
corriente macroscépica coincide con el valor de Kd

determinade de la disminucién de la corriente que circula

@ través de un cenal individual, i 8se hacen las
correcciones apropisdas que toman en cuenta que la
apertura y cierre del canal dependen de potencial

(Coronado y Miller, 1579).

Veremos mas adelente que la disminucién de la
corriente causada por el bloqueador, es un fendémeno que se
produce exclusivamente por las propiedades del sistema de

medicidn. Del anédlisis de 1la distorsién de la sefial
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I T S I R R U A S

Figura 2
Interpretacién del bloqueo a través de canal unico.

En la columna izquierda se muestran los estados del canal.
La columna de la derecha muestra como se veria la
corriente en un experimento de corriente a través de canal
unico. A) Estados del canal, c) cerrado, o) abierto (e)
bloqueado. Si el sistema de medicién fuera infinitamente
rapido asi seria un registro de corriente. B) Las
interrupciones de la corriente no resueltas producen una
disminucién de la conductancie y sumento del ruido .
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causada por el sisteme de medicién se pueden estimar las
constantes cinéticas del proceso de ligamen-liberacién del
bloqueador del Bitio de ligamen.

En la Beccién siguiente se estudian algunas
propiedades del sistema de wmedicién causantes de 1la
distorsién de la sefial. Se usaréa como modelo leos filtros,
ya que la principal distoreién introducides en la sefial es

la sustraccién de las altas frecuencias.

Filtros.
Los filtrose son dispoesitivos electrénicos que
cambian la composicién espectral de las sefiales. Lose

filtroe estédn descritos por una funcién de transferencia.
Las singularidades de esta funcién corresponden a los
llamadoe polos del filtro (para teorie y aplicaciones
sobre filtros véase Malmstadt y col, 1974).
Un filtro de un polo se puede construir con una
resistencia R, y un condensador de capacided C, como ge
muestra en la figura 3. Para encontrar la ecuacién que
describe &8 este filtro, consideramos la corriente que
circula a traves de él. Las corriente capacitiva vy
resistiva son i. e i, respectivamente. El potencial en la
entrada del filtro es x y el potencial en la salida es vy,
ambos dependen del tiempo :

i = 1w 13a

C(dy/dt) = (x - y)/R 13b
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R
A x(t) o ‘\N\,l —o y(v)
=C
B () >—  ¥wH P> (f) ¥(f)
Figura 3
Filtro RC
A) El1 filtro RC consta de un condensador C, Y una

reeistencia R. El filtro transforma un voltaje "x" en otro
"y" ambos son dependientes del tiempo. B) La accién del
filtro es multiplicar el espectro de frecuencias de la
sefial de entrada por la funcién de transferencia Y(f).
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dy/dt = (x - y)/n 7 = RC 13c
Este es la ecuacién que describe los filtros de un polo.
Para estudier cémo cambia el filtro la composicién

espectral de la sefial, pasamos la ecuacion 13c. al dominio

de frecuencias, ya que en este dominio la transformacién
tiene una forma wmuy sencilla. Para esto tomamos la
transformada de Fourier de le ecuacién 13c. Se obtiene lo

siguiente :
2nifY¥(£f) = (X(f) - Y(£))/RC 14
Aqui el simbolo * denota le transformada de Fourier de la
funcién indicada, f es la frecuenciaea e i=(-1)-117/8, Este
ecuacién permite despejar la selide del filtro como
funcién de ls entrada. La expresion que se obtiene es la
seiguiente :
Y(£f) = X(£)/(1+2niRC1) 15
Entonces definimos la funcién de transferencia del filtro
como 3
8(f) = 1/(1+2nifRC) 16
Asi 1la accién del filtro sobre la sefial es multiplicar el
espectro de frecuencias de ésta por la funcién de
transferencie. Si la sefial de entrada al filtro es x(t),
se puede demostrar que la salida, en el dominio temporal
esta dada por :
- ‘o -
git) = (x=*2)(t) = I x(t+s)@8(8)ds 17

-
La funcién $(t) es la transformada de Fourier de &£(f).
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Este resultedo nos muestra que le salide del filtro, en el
dominio temporal, esté dadea por la convolucién de la sefial
de entrade con le transformada de Fourier de la funcién de
transferencia. Este hecho se aprovecharé en el disefio de
una gimulacién numérica de un filtro (véase wmétodo

experimental).

Distribucién de amplitudes de una sefial filtrada

Antes de entrar en detalles definiremos el histograma
de amplitudes como un gréafico de le amplitud (normalizada,
es decir le corriente mexima es uno) de la corriente en
funcién de la fraccién del total del tiempo de
observacién en que la corriente tiene ese amplitud.

Se ha visto gque el filtro transforma las
fluctuaciones de corriente del proceso de bloqueo de dos
estadose en una sefial en le que parece haberse perdido la
informacién temporal del proceso. Afortunadamente este no
es el caso. Supongamos que el bloqueo es muy rapido, es
decir las constantes cinéticas son muy grandes, en este
caso la corriente fluctuara tan rédpido que todas las
transiciones seran promediadas. Si examinamos el
histograma de amplitudes en este caso veremos que tiene
todos loe puntos concentrados en torno a una amplitud
promedio. Si en cambio las constantes cinétices eson

pequefias, los tiempos de residencia del bloqueador en el
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canal seran wmayores, Yy eventualmente algunos de estos
Beran lo suficientemente largos como para no ser
distorseionados. Si examinamos ahora el histograma de

amplitudes veremos que una fraccién considerable permanece
cerca de la amplitud cero (canal bloqueado) y cerca de la

amplitud uno (canal abierto).

Al considerar las propiedades del filtro (propiedades
deterministas) y las propiedades del bloqueo (propiedades
estadisticas) se puede encontrar une funcién que describe
el histograma de amplitudes ( FitzHugh, 1982, Apendice A).
Esta funcién (en rigor una distribucién ) contiene como
variables independientes las constantes cinéticas de
ligawen y liberacién (o, B£’) del bloqueador wmés la
constante de relajacién del filtro (x). Si "y" es la

amplitud y B(a,b) es le funcion Beta definida por :

B(m,n) = Jl g*-t(l-8)~-tds 18a
La funcién que describe e? histograma de amplitudes es :
f(y) = y*-t(1-y)*-t/B(a, b) i8b
asaT 18c
b=8"7 18d

En lo sucesivo se hara referencia a f como distribucién
Beta. Las propiedades de la funcién Beta se muestran en la

figura 4.
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Figura 4
Propiedades de la funcién densidad de probabilidad Beta.

A) expresién analitica. B) Al hacer més grandes los
prametros el histograma se adelgaza. Esto ocurre =al
filtrar la sefial (aumenta 7) o al sumentar la rapidez del
bloqueo (aumentar a y 8). C) Al aumentar un solo parametro
el mximo del histograma se corre ( por ejemplo al aumentar
la concentracion de bloqueador el méximo se corre hacia
cero). En la grafica a=10. D) Ensanchamiento por
convolucién con una funcién gausiana de deviacién estandar
a. El ruido inespecifico produce una ensanchamiento del
histograma.
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Valor esperado de corriente.

De le distribucién beta se puede calcular el valor

esperado de amplitud de corriente en presencia del
bloqueador. Cuando el canal se bloques, la corriente
fluctue en torno & un promedio con una cierta

distribucién. Es este promedio el que tendré importancie
en la medicién de la corriente, y no la amplitud de wmayor
densidad, valor que intuitivamente podries creerse es el
correcto.
Por definicién el valor esperado de cuaelquier variable
aleatoria es la suma sobre el espacio wmuestral de la
varieble aleatoria multiplicada por su densidad. Luego se
tiene :
1 1
E(y) = J sf(s)ds = I s* (1-8)*-'de/B(a, b) 19
Si se hace uso dg la 1dent1d-g entre la funcién Beta y 1la
funcién Gamma (Boas, 1966) siguiente :
B(m,n) = F'tm) F(m)/T'(m+n) 20
En que I' es la funcién Gamma definida cﬁmo H
rip) = J*’ xr-le-* dx 21
0
Esta funcién tiene la siguiente propiedad :
F{n+l1) = nI'(n) 22
Asi se puede calcular el valor esperado de la corriente,
el resultado es :
E(y) = Jl ss*-!(1-8)*-!/B(a,b)

0
= (I'(a+1)T'(b)/T'(a+b+1)/B(a,b)
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=(a/(a+b))(I'(a)l(b)/I'(a+b))/B(a, b)

E(y) = a/(a+b) = a/(a+B’) = (1 + B'/a)-* 23

El valor esperado es exactamente la probebilidad que
el canal estando abierto no este bloqueado. Notemos que el
valor esperado es independiente de la constante de tiempo
del filtro, este hecho justificae el criterio que se usé
para wedir la corriente en presencia del blogueador (vease
método experimental).

Come nota didéactica, Be puede agregar que, s8i se mide
la eamplitud de méxima densidad, no se esté tomando un dato
relevante a menos que le constante 7 del filtro sea muy
grande, en cuyc caso el valor maxiwmo converge al valor
esperade. No podria ser de otro modo ya que en esta

condicién extrema hay una sola amplitud que wmedir.

Ruideo inespecifico.

Las fluctuaciones de corriente en torno a un promedio
se deben, en ultimo término, @ la presenciea del
bloqueador, pero aun cuando éste no esté presente, siempre
hay algo de fluctuaciones, este es el ruido inespecifico
(puede deberse al sistema de medida, a movimiento térmico
de particulas cargadas, o a otras causas no precisadas).
Este seccién +trata de cétmo se incluye este ruido en el
anélieis.

Supongamos que la distribucién del ruido inespecifico
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es geusisna, es decir lees fluctuacionee de corriente son
al azar. La probabilidad que la corriente tenga un valor t
si el promeqio ees B, estd dado en términos de la siguiente
funcién densidad de probabilidad :

gtt) = exp( -(e-t)®*/40%)/(2n)°-%g 24

El perémetro o¢ se llame desviacién estandar de la
distribucién. Si ge tienen does distribuciones, f y g 1la
distribucién de le suma esta dada por la conveolucién de
las dos (Feller, 1S71).

Luego si se mide la corriente con algun sistema que
tiene la misma funcién de transferenia que un filtro de un
polo, de constante de tiempo T, y en las condiciones de
medida hay un ruido inespecifico de distribucién geusiana
de desviacién estandar o, el ruido causado por el
bloqueador se tranformaréd en uno que tendra dietribucién :

H(s) = (f=g)(s) 25
El hecho que f sea una distribucién que se anule fuera del
intervale (0,1) y que g tenga é&rea 1 hace que H tambien
tengas area 1, @aunque no necesariamente se anule fuera del
intervalo (0,1). Esta observacién sera importente en la
construccién de los histogramas de amplitudes (véase

método experimental).
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METODOS

Método experimental

Esta seccién esté dividida en tres partes, en la
primera se da una visién global del método experimental
usado, junto con los problemas que se presentaron sal
realizarlo. En la segunda parte se explican en detalle las
metodologias usadas, yasa que gran parte de este trabajo
tuvo que ver con la realizacién de éstas. La ultima parte

trata de lo referente al anélisis de los datos.

Visién globel del método.

La primera parte de este trabasjo consistié en la
preparacién de una fraccién de vesiculas ricas en membrana
de +tubule transverso de rata (Rosemblat y col, 1S981).
Estas vesiculas, que contienen la proteina que forma el
canal, se usaron en los experimentos posteriores. La idea
es tomar estas vesiculas, fundirlas a membranas
artificiales, y estudiar el canal inserto en la bicapa
(Miller vy Racker, 1976). Las wmembranas artificiales se
forman espontaneamente al pintar con una solucién de
fosfolipidos un agujerc hecho en una léamina delgada de
teflén que separa dos medios salinos (Mueller y col.,

1963).

34
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La formecién de le membrana se puede visuelizar
midiendo su capacidad eléctrice, que es proporcional el
érea de bicaps (0.6 pF/cm®* de membrana, Alvarez y Latorre,
1978). Al aplicar un pulso cuadredo de potencial, se
produce .una corriente capacitiva en los puntos en que la
variacién del potenciel es méxima. La integral de esta
corriente es proporcional al cambio de voltaje y & la

capacidad, y por ende al érea de membrana.

Para medir la capacidad se construyé un generador de
pulsos cuadrados y niveles constantes de potencial, estos
ultimoe se usaron paera establecer diferencias de potencial
entre ambos lados de la membrana. Para medir le corriente,
se construyé un conversor corriente-voltage de rapida
respuesta de tiempo (7=200 ps), tal que pueda captar con
fidelidad 1las fluctueciones de corriente a través canal.
El conversor tiene ademés la propiedad de que la respuesta
8 un escalén de corriente es una exponencial, de modo que
gu funcién de traensferencie es la de un filtro de un polo,

enalizado anteriormente.

La figura 5 resume la situacién experimental. Parte
del conversor corriente voltage (conversor I/v y
amplificador) estéd en una caja de aluminio que contiene un

compartimento donde va la camara de teflén en la cual se
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Figura 5
Montaje experimental.

1) Caja con el conversor corriente-voltaje y amplificador.
2) Motor eléctrico y egitador magnético (imén). 3) Caja
metédlica que 8actua como jasula de Faraday. 4) Mesa de
marmol. S) HNeuméticos para absorber las perturbaciones
mecénicas. 6)  Generador de pulsos. 7) Compensador de
frecuencias y filtro activo. 8) osciloscopio. 9)
Conectores para electrodos.
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fabrican lag membranae artificiales. Dos electrodos
puestos en la camara permiten la aplicacién de el
potencial y registro de la corriente. Debajo de este cajs
hay un motor eléctrico con un imén en su vastago, que
permite agitar la sBolucién con un pequefio asgitador
magnético puesto dentro en uno de los compartimientos de
la cawmara.

Ee importante evitar las vibreciones mecanicas y
perturbaciones eléctricas. Este problema se obvié
incluyendo 2la csja de aluminic en otra caja metalica
conectada a tierra que funciona como jaula de Faraday, vy
poniendo ésta en una mesa antivibratoria contruida con un
bloque de marmol y tres neumdticos de sutomévil. En una
mesa aparte se puso el osciloscopio, el generador de
pulsos, Yy la grabadora, ugada para almacenar las

fluctuaciones de corriente.

El problems principal que ge tuvo en el anéligie de
loe dates fué el de visuelizar de un modo eficiente lea
sefial grabada en la cinta magnética. Los numeros
correspondientes a las amplitudes de las fluctuaciones,
contenidas en la cinta magnética pueden ser trensferidas
al computador. Si se ven las fluctuaciones de corriente

como una coleccién de nimeros no es tan claro qué sector

analizar, 6 =si ese trozo es un artificio (por ejemplo
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ruido que se produjo al dar un golpe a la mesa). Por otrea
parte si se despliega la sefial (anédloge) en un registrador
térmico, Be puede tener una idee cleara de las
fluctuaciones, pero se pierde la referencia de cuales son
los valorese de las amplitudes & analizar. Pare solucionar
este problema fué necesario disefiar un dispositivo tal que
permita visualizar pequefios sectores de la grabecion vy
graficarlas en la pantalla del osciloscopio (Alvarez vy
Villarroel, 1985). Con esto no s6lo se gand agilidad en el
analisis de 1los datos, sino que también permitié

viguaslizar los resultedos del ajuste.

Detalle experimental.
Preparacién de membranas de tubulo transverso.

Se prepararon vesiculas de tubulo transverso de
musculo esquelético de rate adulta usando una
simplificacién (Moczydlowski y Latorre, 1983) del método
descrito en detalle por Rosemblatt vy coleboradores
(Rosemblatt y col. 1981).

En una juguera se homogeniz6é6 400 g. de musculo,
procedente de la espalda y las patas de seis ratas, en una
solucién que contiene KC1 100 wmM y MOPS ( acido
morfolinopropenosulfénico) llevado a pH 7 con KOH. Este
homogenizado se cetrifugé a 10.000 g. durante 30 wminutos

en una centrifuga Sorvall RC2-B. El1 sobrenadante se
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colecté y se agregd suficiente KCl en cristales como para

obtener una concentracién final de 500 mM, para
golubilizar las proteinas contréctiles. Esta solucién se
centrifugé a 28.000 g. durante 60 minutos en una

ultracentrifuges Beckmann modelo L, useando rotor 30.

El sedimento de 28.000 g se resuspendié en la misma
golucién buffer MOPS-KOH y se centrifugé nuevamente a
28.000 g. durante 60 minutos.

Este ultimo sedimento se resuspendi6é en una solucién de
sacarosa 0.3 M preparade en MOPS-KOH 20 mM a pH 7. Este
suspensién de microsomas fue centrifugada en una gradiente
discontinua de secarcsa a 80.000 g durente 16 horas en un
rotor SW40. La gradiente consistié en dos capas de
solucién de sacarosa de concentracién 25% y 335% (p/v)
respectivamente. Se recogié la fraccién que sedimenté
entre las dos capas de sacarosa, y se resuspendié en un
pequefio volumen del tempén sacarosa usado anteriormente.
Posteriormente se dividié en pequefias fracciones, se
congelé por inmersién en hielo seco-acetona y se guardé a
-80° C para ser usado posteriormente.

Parte de los experimentos se hicieron con una preparacién
proporcionada por el Dr. C. Miller a quien agradezco su

gentileza.
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Membranas artificiales.

Pare febricer las wmembranas artificieles se use une
camara de teflén con un tabique que Bepara dos
compartimentos. Sobre este tabique que tiene una muesce en
forme de V se pega una delgada laminilla de teflén con un
agujero en el centro (fig.6). El érea de le membrana a
formarse, y por tanto su capacidad, dependera del tamafio
del agujero, por lo cual es conveniente uniformar los
tamafios de agujeros con que se trabaja.

Los e&gujeros se hicieron de dos modos distintos. EIl
primero consistié en usar une aguja de jeringe de diametro
conocido, con la punta afilads, y usarla a modo de
sacabocados. Con este método se consiguen agujeros de 200-
400 pm. Este método permite obtener agujeros de tamafio
uniforme.

El segundo método consiste en hacer el agujero con un
filamento de platino calentado al rojo ( usando wun
cautin). Si se wusa alambre de 25 pm de diémetro, se

obtienen agujeros de 30-100 pm.

Electrodos.
Para aplicar el potencial y medir la corriente se
usaron electrodos revereibles de Ag/AgCl, conectado a un

puente salino de agar-Kcl 3 M.
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Figura 6
Camara de teflén y electrodo.

1) Muesca en forma de V en la que se fija la lémina de
teflén con un egujero en que se "pinta”™ la wmembrana. 2)
Agujeros para insertar electrodos. 3) Agujeros que
permiten cambiar soluciones. 4) Electrodo de Ag/AgCl. 5)
Puente salino de agar-KCl. 6) Conector del electrodo. La

capacidad de cadea compartimento es de 3 ml.
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Generador de pulsos.

Se conetruyé un generador de pulsos con dos
modalidades de funcionamiento. Un oscilador genera puleos
rectangulares de amplitud ajustable, estos se usaron para

estimar la caepacided de la membrana. Une pila de 1.5 V
conectade & los extremos de un potenciometro de 10 vueltas
permite der niveles constantes de potencial, estoe se
usaron para establecer un potenciel constante entre ambos

lados de la membrana (fig.7).

Lipidos.

Los lipidos se wmantuvieron en cloroformo a -20° C. En
el momento de ser usados se llevaron &a temperatura
ambiente, se tomaron las cantidades necesarieas, y Be
evaporé el cloroformo usando nitrégeno. La solucién de
lipidos que se usé en la mayoria de los experimentos fué
una mezcla de fosfatidiletanolamina (PE) y fosfatidilseri-
na (PS), a wuna concentracién de 10 mg/ml y 4 wmg/ml
respectivamente. El solvente usado fué n-decano.

Cuando fue necesario hacer membranas en condiciones
salinas asimétricas, se usb6 PE (14 mg/ml) en el wmismo
solvente. Debido a que el PS es un 1lipido cargado,
variaciones grandes en le fuerza idénice producen cambios
en el potencial de superficie de las wembranas.

Las membranas se forman esponténeamente pintando el



Métodos 43

500K I=

SALIDA

. 2 ¢ fvv»-ﬁr_..
5001 —= R

LSV =

Figura 7
Generador de pulsos.

Loe pulsos 8s8e generan en dos circuitos logicos HNOR
(CMOS), gue constituyen un oscilador. El potenciometro T.
permite regular le amplitud de los pulsos. Una pila de 1.5
volt genera niveles de potenciel, cuye amplitud méaxima se
ajusta con T,. El interruptor Sl permite cambier el signo
del potenciel. Dos pilas de 1.5 volts permite adicionar un
potencial cuya magnitud se regula con P,, al conectar el
interruptor S;. El interruptor S. permite escojer entre
pulsos o niveles de voltaje.




Métodos 44

sgujero con le mezcla de lipidos con un pincel de pelo de
camello © un bastén de vidrico fabricado con una pipeta
desecheble de 20 pl. La formacién de la bicapa se siguiéd
wmidiendo su capacidad.

Para agujeros de 400 pm se obtuvieron capacidades de
300-500 pF, usande cualesguiera de las dos mezclas de
lipidos. Si se wusan agujeros pequefios las capacidades

obtenidas van entre 50-100 pF.

Incorporecién de canales.

Como medio salino se usa una sclucién de KCi 100 mM y
MOPS-K 5 mM, a pH 7, que se agrega a ambos lados de 1la
camara pere construir la membrana. La concentracién de
calcio fue de 10-50 pM, nunca mas de 100 pM, gque se agregd
como una alicuota de una solucién 30 mM. Une vez que la
cepacidad s8e estabiliza, s8e agregan 5-20 pl vesiculas de
tubulo transverso en el ledo donde estéd el electrodo de
potencial, Debido & 1la orientacién de las vesiculas
siempre el lado citoplasmético del canal (ladoc suceptible
de unir selectivamente Ca**) queda orientadoe hacia donde
se agregaron éstas. En lo sucesivo cis alude al lado
citoplasm&tico del canal, &l lado sensible'a Ca*®t y @al
lado del electrodo de potencial.

Manteniendoe la solucién en agitacién constante el

canal se incorpora entre los 2-240 minutos siguientes. E1
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canal se visualizé obeervando lae fluctuaciones de
corriente al aplicar un nivel de potencial, que

generalmente fué +40 mV.

Medicién De Corrientes

Para le medicién de corrientes 8se requiere un
conversor corriente voltage que tenge unea respuesta
dinédmica lo suficientemente rédpida como para captar las
fluctuaciones de la corriente & través del cenal, que son
del orden de milisegundos. Ademas la respuesta de tiempo
debe ser exponenciel, para permitir el anélisis del ruido
del canel abierto. Por ultimo debe tener bajos niveles de
ruido eléctrico.

Si se wusa un conversor corriente voltage con un
amplificador operacional, como muestra la figura 8a, el
potencial en la salida es -IRe, en que R, es la
resistencia de retroalimentacién, I es la corriente a la
entrada del conversor. Por lo tanto si se esta widiendo
une corriente pequefia, se requiere que Ry sea grande para
obtener en la salida un potencial apreciable que pueda ser
almacenado sin distorcién. Por ejemwplo, si la corriente es
de 10 pA al poner una resistenca de 10'° Q, el potencial
que se obtiene en la salida es de 0.1 volts.

Un problema que va asociado & este valor alto de

resistencia de retroalimentacién es su capacidad
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Figura 8
Esquema del circuito de un conversor corriente-voltaje vy
compensador de frecuencias.

Debido al alto valor de Rf (10'°Q) la constante de tiempo
ReC (C es la capacidad asociada a R/) es muy grande,
limitando la respuesta de tiempo. del conversor 1/V. La
segunda etapa es un compensador de frecuencias (Sigworth,
1983). A bajas frecuencias C no conduce, y el compensador
de frecuencias se comporta como un seguidor de voltaje. A
altas frecuencias el condensador conduce, y el compensador
de frecuencias actua como un amplificador de ganancia muy
grande. i, V,,V, sefiales en cada etapa del circuito.
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intrinsecs, que es del orden de 0.1 pF (Sigwvorth, 1983).
En este caso el conversor se convierte en un filtro activo
de constante de tiempo 7=R(C:, del orden de un milisegundo.
Con un eistema con estes ceracteristicas no se podrien
detectar las fluctuaciones de corriente que nos interesan.

Un modo de sumentar le rapidez del conversor es
digminuir la ceapacided Cy, esto se logrea poniendoc un
conductor a tierre en las cercanias de la resistencias de
retroalimentacién. Sin enbargo, la respuesta de tiempo
s6lo puede ser aumentada hasta un cierto limite por este
método. Cuando 1la corriente en la entrada del conversor
varie bruscamente, el amplificador tome cierto tiempo en
llevar a cero el potencial de la entrada inversora, por
sobre este limite la sefial se distorsiona (Alvarez y col.
1985).

Otro modo de aumentar la respuesta de tiempo es
agregar las altas frecuencias, sustraidas a la sefial por
el conversor corriente voltage (Sigvorth, 1983). Este
circuito compensador de frecuencias es el que se muestra
en la figura 8b. Para este circuito si el potencial en la
entrada es V,, el potenciel en la salida es :

Vo = V¥V, + R,C(dV./dt) 26
V. es el potencial en el condensador C. Si hacemos que la
entrada a este circuito sea la salida del conversor 1/V,

es decir
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Vi = I.R, (1 - e */") 27

En que 7=R,C, es la constante de tiempo del conversor

corriente voltaje, le salida del compensador de
frecuencias sera :

Vo = -I.Re {1l - e-*’* - [ReC/(1-R;Cl(e-t/"-e"t/R1E)} 28

Si ponemos la condicién que 71-R,C=RC, le selida del

compensador de frecuencias seré

Vo = I.Ref(1l - e-t/R1C) 29

Con esta modificacién se logra aumentar

congidereblemente le respuesta de tiempo del conversor
corriente voltaje.

Una consecuencia de agregar las altas frecuencias a

la sefial es el aumento de ruido. Al amplificer esta sefial
se amplifica tambien el ruido. Por estos wmotivos, se
prefirid amplificar 1la sefial antes de corregir la

respuesta de tiempo. Se intercalé un amplificador de
ganancias 1,5, y 10. A continuacién se conecté un filtro
RC, este cumple dos propésitos, eliminar las altas
frecuencias producidas por el eamplificador, y dejar 1la
sefial proveniente del conversor, perfectamente exponencial
para que pueda ser corregida por el compensador de
frecuencias (fig.9).

Un filtro activo de dos polos puesto a continuacién
del compensador de frecuencias permite filtrar la sefial a

voluntad eliminando fundamentalmente el exceso de =altas

48
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Figura 9
Sistema de medicién de corrientes.

'El1 conversor consta de un amplificador operacionsl en
configuracién de conversor corriente voltaje (OPA 101). E1
siguiente amplificador invierte la sefial y la amplifica
por 10, 20, y S50. Un filtro RC (100 K, O0.01pF), un
compensador de frecuencias (NE 5534) y un segundo filtro
RC (1 KQ, 0.02 pwF). A continuacién del circuito mostrado
se conecté wun filtro activo wvariseble (1 - S5KHz). La
respuesta de tiempo del sistema total incluyendo el filtro
activo tiene una rapidez méxima de 200 pus.




Métodos

frecuencias (frequenciess mayores que 1 o 5 kHz.).
Con el circuito en estas condiciones, se puede
registrar una sefial con respuesta de tiempo de 200 ps, vy

con un nivel de ruido de wmenos de 1 pA.

Grabacién.

La sefial se digitalizé usando un conversor anélogo-
digital de 8 bits, con une resolucién de 40 mwmV/bit, con
una raepidez de conversién de 10000 muestras/s. Esto
corresponde a una resolucién temporal de S kH=z. La sefial

digitalizade se grabé, para su posterior analiegis, en una

grabadora digital de 8 bits (Kennedy modelo 9700). El
tamafio de la sefial, en la mayoria de los casos fué de 1-5
volts.

La grabadora diepone de un conector que permite transferir
los datos =a la memoria del computador uando una puerta
paralela. Algunas de estas lineas se usan para comandar el

mecanismo de trasporte de la cinta desde el computador.
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Andlisis de las corrientes

Visualizacién de loe datos adquiridos.

La visualizacién de los datos trasladados de la cinta
magnética a& la memoria del computador se hizo con wuna
tarjeta de interfase que genera una sefial de barrido pare
el osciloscopio. De este wmodo 1la sefial de la cinte
magnética puede ser recreada en un gréafico de amplitud en
funcién del tiempo. El eje vertical se genera de 1la
conversién digital-anédloga de los contenidoe de la
memoria. El eje horizontal se generas de las direcciones de

memoria. (Alvarez y Villarroel, 1985).

Curvas corriente-Voltaje.

Para estimar los paréametros de bloqueo Kd(0) y zé, =se
fabricaron curvase corriente-voltaje en el intervalo de =*
80 m¥. Pare medir la corriente que pasa & través del canal
se usaron dos métodos. El primero consistié en desplegar
en papel las fluctuaciones de corriente, usando un
registrador térmico, y medir la altura del salto de
corriente. Este método permitié obtener curvas 1/V de un
modo bastante rapido.

Hubo casos en que este método no fue apropiado;

Cuando la probabilidad de apertura es baja el registrador

no alcanza a captar la apertura completa, ya que el tiempo
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de permanencis en el estado abierto es muy corto, y el
valor de la corriente medido es menor que el real. Cosa
anédloge sucede en condiciones en que la probabilidad de

apertura es muy alta.

Otra dificultad surge al wmedir la corriente a través

de un canal en presencia de compuestos que inducen un

bloqueo lento. En esta situacién un gren aumento de ruido
en el canel abiertoc eacompafia & la disminucién de
conductancia, Yy no es evidente que amplitud de corriente
considerar.

En loe casos anteriores se prefirié wmwedir la

diferencia entre la corriente promedio del canal abierto
menos la del cerrado. Del registro de <fluctuaciones,
tomado & 0.1 ms/punto , se tomaron trozos de 50 ms de
duracién, tento del estado abierto como del cerrado, y se

calculé la diferencia entre los promedios de puntos.

Filtro digitel.

Algunas veces fué necesario filtrar la sefial después
que los detos habian sido adquiridos. Al visualizar los
datos en la pantalle del osciloscopio en pequefios sectores
de tiempo (25 ms) se vié que en algunos casos habia un
exceso de ruido. Para estos casos se disefié un algoritmo

de célculo que simula un filtro de un polo. El disefico esté
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basado en un procedimiento descrito. (Colquhoun y
Sigvorth, 1983).
El procedimiento es el siguiente : La salida del filtro
esta dada por la convolucién entre la funcién de entrada y
la transformada de Fourier de le funcién de trensferencis,
segun se mostré en la seccién Teoria. La transformadae de
Fourier de la funcién de transferencia del filtro es :
2(g) = e '=1/~ 30

Asi la salida del filtro es :

y(t) = ) e 't-s1/v % (8) 31
Donde la suma 8e extiende pera todos los valores
experimentales x,(s8). Los términos de esta serie estéan

relacionados por la siguiente fé6rmula de recurrencias
Yo = (1/S)[%, + yp-1€°1/7] 32e
S =) et/ 32b
De este modo el procedimientoa seguir seré& tomar un valor
experimental x;, operar sobre los valores anteriores vy
reemplazar el resultado obtenido por el valor x,. Para el
primer punto del registro la serie tendréa un solo término,
esto significa que el comienzo de cada muestra quedaré mal
filtrado. Segun esta observacién cuando fué necesario
filtrar no se escogidé una regién de interés, esino que se
operé sobre toda la muestra (El largo de cada muestra fué
de 3,2 B).

La figura 10 wuestra las curvas obtenidas al aplicar
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Figure 10
Filtro digital simulado por un computador.

Las curvas muestran la respuesta obtenida al filtrar
pulsos cuadrados de amplitud 100 puntos y de 100 wms de
duracién (1000 puntos). Para un filtro de un polo estas
curvas deben ser exponenciales con constante de tiempo 7,
la constante que caracteriza a los filtros de un polo. A)
T teérico 10 ms, experimental 9.86 ms. B) 7 teérico 5 wms,
valor experimental 4.86 mse. C) 7 teérico 1 wms, valor
experimental 0.99 wms. D) 7 tebrico 0.5 wmsg, valor
experimental 0.48 ms. Amplitud en escala logaritmica.




Métodos.

el filtro digitel &a un pulso cuadrado. La respuesta
exponenciel indica que el algoritmo esimula bien el
comportamiento de wun filtro de un polo, pera un amplio

rango de -.

Estimaecién de parédmetros

De los valores de corriente obtenidos se celculé la
corriente relativa dividiendo la corriente que pasa por el
canal en presencia del bloqueador (I) por la corriente en
ausencia de éste, en las mismas condiciones (I.). La

corriente relativa se ajusté a la ecuacién :

I/1. (1 + [Bl/Kd)-! 33a

Kd

Kd(Q)e-*éFv/ ey 33b
Para encontrar los parametros que describen mejor los
puntos experimentales se utilizé el wmétodo de ajuste no
lineal de Gauss-Newvton, modificado por Hartley (Chrisman y
Tumolillo, 1969). El progrema de computacién para realizar
el ajuste no lineal fue proporcionado gentilmente por A.
Oberhauser, R. Delgado y C. Alcayaga, quienes 1lo
desarrollaron en lenguaje Fortran 1IV. El método consiste
en calcular la curve con los parametros inicieles dedos, y
computar la suma de cuadrados de las diferencias entre la
curva experimental y teérica, luego variar los paréametros
y buscar los que minimicen la suma de cuadrados. El método

da como resultedo el parametro y su deviacién estander,
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junto con la suma de cuadrados finel.

Mediciones cinéticas.

Para el proceso de ligamen-liberacién del blogqueador
se determinaron las constantes cinéticas del aumento de
ruido del canal abierto, producido por el bloqueador,
usando el anélisis de le distribucién de amplitudes de la
sefiel filtreaeda.

Si el canal se bloquea con probabilidad B8’, el
blogqueador se libera con probasbilidad o, y se registras la
corriente con un conversor I/V de respuesta de tiempo -,
el histograma del ruido del canal abierto esta descrito

por la expresién siguiente (FitzHug, 1982) :

f(y) = ya-t(1l-y)*-1/Bl(a,b) 34a

a = at 34b

b = 81 34c

La amplitud y toma valores entre cero (canal cerrado) vy
uno (canal abierto). Observaciones cualitativas muestran

que esta expresién tiene sentido. Si le probabilidad que
el canal &8e bloquee es baja, la disminucién de la
corriente es pequefia y el histograma resultante tiene el
maximo en la regién del estado abierto (amplitud 1). Si
las constantes de ligamen y liberacién del bloqueador son
parecidas, el tiempo promedio bloqueado sera cercano al

tiempo promedio abierto, en esta situacién se obtendra un
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un maximo en la amplitud 1/2.

Las observacionee eanteriores noe muestran que la
magnitud relativa de 1las constantes cinéticas queda

expresada en la poeicién del maximo en el histograma de

amplitudes. Cuanto més rédpido sea el proceso de ligamen -
liberacién del bloqueador, menores seréan los tiempos de
permanencia en cada uno de los estados , en este caso

habra muy poco ruido y el histograma tendra todos 1los
puntos concentrados en torno a una amplitud, y por tanto
luciré angosto.

Fué neceserio considerar las propiedades de la
funcién densidaed de probabilidad f en la construccién de
loe histogramas. De acuerdo a le expresién analitica que
describe el histograma de amplitudes, la amplitud del
canal abierto debe ser uno y le del cenel cerrado debe ser
cero, independiente de la condiciones en que se tom6 el
registro. Por otra parte el éarea del histograme debe ser
1, ya que representa la probabilided que la sefial tenga
alguna amplitud cualquiera. Estas consideraciones se

tomaron en cuenta en la construccién de los histogramas.
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Construccién de histogremas de amplitudes.

A partir de un registros de fluctuaeciones, trasladado
de ls cinte megnétice 8 le memoria del computador, en que
cada punto representa una muestra tomada cada 0.1 ms, se
construyeron histogramas del numero de veces que Bse
obtiene una cierta amplitud. Cada amplitud se dividié por
la corriente promedio del canal abierto en eausencia del
bloqueador. De este modo el cenal abierto tiene amplitud
uno Yy el canal cerrado tiene amplitud cero. Se tomaron
sectores de 2.000 a 30.000 puntos, y s8e sumaron todos los
puntos correspondientes & una amplitud determinada, este
valor dividido por el éarea totel de histograma constituyb
el vaelor f(y) correspondiente a la amplitud y.

Para fijar los limites del histograma, se calculdé la
amplitud promedio de un sector del registro en que el
canal permanecié cerrado, este valor constituyé la
amplitud cero. La amplitud wuno s8se calculdé como la
diferencia entre la amplitud cero y le amplitud del cansal

abierto en ausencia del bloqueador.

Un problema que fué necesario considerar es la
contribucién de ruido inespecifico al ruide producido por
el blogqueador. Este ruido se debe principalmente a 1la
capacidad de la membrana, y al conversor 1/V. Para incluir

la contribucién de ruido inespecifico la funcién que se
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usé para hacer el ajuste fue la distribucién beta
convolucionade con una distribucién gesusiena de deeviecién
estandar ¢. La razén de esto es la eiguiente; supongamos
que estamos wmidiendo wuna eaemplitud 8, gque tiene wuna
probabilidad f(e)ds de ocurrir; debido al ruido
inespecifico habré una probabilidad de errar la medida.
Para considerar este error multiplicamos f(s)de por una
distribucién gausiesna centradas en la amplitud correcta =s.
Con esto conseideramos lose puntos que se escapan a nuestra
medicién, pero también hay puntos que Be escapan & otras
mediciones, y que contribuyen a la nuestra. Para
contebilizar estos, sumamos todas las amplitudes
ponderadas por la probabilidad de ocurrencia de cada una,
la funciébn que se obtiene es justamente la convolucién de
le distribucién beta con lea distribucién gausiana.

La funcién teérica que se usdé para ajustar los
histogramas fué le distribucién convolucionada. Debido a
que el ajuste depende fuertemente del vealor de la
desviacién estandar a, fue necesario medir muy
cuidadosamente este valor. Se midié el ruido inespecifico
construyendo un histograma del ruido del ceanal abierto
para cada condicién, y =e ajusté a una distribucion
gausiana de promedio p y desviacién estandar ¢. El valor
de ¢ medido de este wmodo fué el que se usé para hacer el

ajuste, y determinar las constantes cinéticas .
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RESULTADOS

BLOQUEO DE CORRIENTES
Antecedentes.
Segun el modelo de bloqueo presentado en la seccién

teoria, el bloqueador causa interrupciones en la corriente

que circula a travése del canal. Si el tiempo de
permanencia en el estado bloqueado es pequefio, se produce
una dieminucién aparente de la conductanciae, en caso

contrario, es poeible visualizar les interrupciones de la
corriente. En lose resultados que se describen a
continuacién se muestra que estos dos tipos de bloqueo son
posibles en el canal de potasio activado por calcio de
musculo esquelético.

Modos de bloqueo.

La accién de los compuestos amonio cuaternarios sobre
lag corrientes es de dos tipos, como se ilustra en la
figura 11. El Tetrametilamonio (THMA) y el noniltrimetila-
monio (C9) afectan & la corriente de un modo distinto. Al
agregar TMA a una concentracién de 28.7 mM en el lado cis
del canal se produce una disminucién aparente de la
corriente, como lo predice el wmwodelo de bloqueo de
corrientes a través de canal Gnico en el caso en que los

tiempos de permanencia en los estados abierto y bloqueado
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Figure 11
Accién de compuestos bloqueadores sobre la corriente a
traves del canal.

Estos compuestos muestran los dos modos extremos de

bloqueo. TMA produce una disminucién de la corriente, sin
afectar el ruido del estado abierto (o), accién
caracteristica de un bloqueo réapido. En cambio C9 produce

breves interrupciones de la corriente que aparecen como un
aumento de ruido. a) Control en 100 mM K* a ambos lados de
la membrana, b) Similar & (a), pero en prescencia de 28.7
mM de TMA puesto en el lado citoplasmatico. c¢) Igual que
a). d) Similar a a) pero con 1.6 pyM de C9 puesto en el
lado cis. Ambos canales fueron incorporados en membranas
de PE/PS 4:1. El potencial se mantuvo en +60 mV.
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son wmuy cortos. Puede observarse que no hay un aumento
significativo del ruido asociado a la corriente a través

del canal abierto. El segundo compuesto, C9, afecta a la

corriente de un modo distinto. Su accién ee preoducir
breves interrupciones en el estado abierto del canal. El
estado cerrado no es afectado apreciablemente. En este

caso los tiempos de permanencia en los estados abierto vy
blogqueado son lo suficientemente largos como para ser
medidos.

La figura 12 muestra como se afecta la curva
corriente voltaje al poner TEA en el lado cis del canal.
Esta curva muestra que el bloqueo ee dependiente del
potencial eléctrico aplicado a través de la membrana, ya
que el bloqueador es mds efectivo cuando s=se aplica wun
potencial poeitivo en el lado cis de la wmembrana .

La figura 13 muestra una linearizacién de la ecuacién 33
en funcién del potencial. I e la corriente en ausencia
del bloqueador e I, es la corriente control. En los
experimentos que sBe describen a continuacién se usé este
tipo de graficos para calcular los paréametros de bloqueo
Kd(0) y zé, con la Gnica diferencia que se le entregé al
programa de ajuste la corriente relativa. A la cual se le

ajusté la ecuacién 33 sin hacer ninguna transforwacién.




Resultados 63

20
I{pA)

-80 -60 -40 -20

e
V(mV)
@
o,
& o -10 1
o
S
o’

-20 -

Figura 12
Bloqueo por tetraetilamonio (TEA).

El bloqueo por TEA es dependiente de potencial, la mayor
disminucién de la conductancia se obtiene a potenciales
positivos. Las curvas se dibujaron de acuerdo a la
ecuacién 33 con un Kd(0)=34 mM y un zé=0.34. El canal fué
incorporado en membrana de PE. El TEA se puso en el lado
cis a una concentracidé de 33 mM (®). Control, sin TEA (0).
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Figura 13
Experimento tipico.

La curva de la figuré 12 se puede linealizar usando una
transformacién de la ecuacién 33. En 1la transformacién
mostrada de la pendiente de la curva Be extrae zé& ;Kd(0)
ge obtiene del valor de le ordenada para V=0. Escelas,
logaritmica de (I,/I)-1.
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Conclusiones.

Estoe resultados indican que los mmonios cuaternarios
son capaces de alterar la corriente que circula a través
del canel, y lo hecen de dog modoe distintos. Uno de ellos
se wanifieste como una dieminucién de la conductancia, vy
el otrc como breves interrupciones en 1la cerriente. EX
hecho que el bloqueo causado por TEA sea dependiente de
potencial indica que ocurre dentro de ls regién de 1la

membrane donde cae el potenciel eléctrico. (Figure 1).
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COMPETENCIA CON POTASIO
Antecedentes.

En la seccién anterior e vié gque compuestos emonio
cuaternarios como el TEA son cepaces de bloquear la
corriente & través del canal de wmodo dependiente del
potencial, sugiriendo que el bloqueador puede penetrar en
el poro. En esta seccién se derédn pruebas que el blogqueo
ocurre en le vias de conduccién. Si es asi, =se espera que
el K* pueda desplazar al bloqueador del sitio de ligamen.
Accién del potasio.

La figura 14 muestra como se afecta la constante de
disociacién aparente, Kd, al variar la concentracién de
potasio en el lado cie del canal, lado en que se pusc el
bloqueador. Eestea curva muestra que el bloqueador puede ser
desplazadc 2l elevar la concentracién de potasio de 100 mM
a 400 wmNM. En este intervalo de concentraciones la
constante de disociacién e potencial cero cambia de 3913
mM. & 102:4 mM.

No =4lo se puede liberar el bloqueo aumentando el K*
en el wismo lado que se pone el bloqueador, sino que
también hay una liberacién del bloqueo cuando se aumenta
la concentracién de K* a ambos lados de la camara (figura
15). Si se extrapolan los valores de Kd a concentracién

cero de K* ®Be puede determinar una constante de
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Figura 14
Desplazamiento del blogqueo causado por un aumento en la
concentracién de K* en el lado cis.

En estas condiciones solo Be observa un aumento de Kd(0),

(®), permaneciendo zé (O0) constante. La concentracién de
TEA fué de 33 mM. Los canales fueron incorporados en
membranas de PE. La concentracién de potasio en el 1lado

trans fue de 100 mM.
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Figura 15

Liberacién del bloqueo al aumentar la concentracién de K*
a ambos lados de la membrana.

La constante Kd(0O) aumenta (@) proporcionalmente a el

aumento en la concentracién de K*+. La dependencia de
potencial zé (0) no cambia apreciablemente en ese
intervalo de concentraciones. La concentracién de TEA a

que se midié Kd(0O) fué de 33 mM. Canal incorporado

en
membrana de PE.
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disociacién absoluta para TEA, su valor es Kd,,. =42 mM.
Este célculo supone que el sitio de ligamen de blogueador
es el wmismo que el sitio de potasio, involucrado en 1la
conduccién. Esta suposicién es razonable ya que a pesar de
que este ceanal puede aceptar wmas de un ion a la vez, a
bajas concentraciones de potasio (menores que 100 mM) la
probabilidad de tener doblemente ocupado el canasl es muy
baja (Cechi y col, 1985).

El bloqueoc también puede ser 1liberado cuando se

aumenta la concentracién de K* en el lado opuesto al que

se pone el bloqueador. La tabla 2 muestra que la fraccién
de la corriente trasportada por el canal, en presencia de
bloqueador (TEA) aumente cuando se increments la

concentercién de K* en el lado trans desde 100 a 400 mM.

Conclusiones.

Loe resultados anteriores muestran que el potasio es
capaz de desplazar al bloqueador de su sitio de 1ligamen.
Esto pone en evidencia que el sitio de bloqueo =se
encuentra en la via de conduccién. La observacién que
demuestra este hecho es la liberacién del bloqueo cuando
se incrementa el K* en el lado opuesto, ya que lo WGnico
que conecta los dos lados de la membrana es la via de

conduccién.
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Tabla 2

Desplazamiento del bloqueo por TEA debido ® un aumenteo
en le concentracién de potasio en el lado trans.

K*'rrane (mM) I, (pA) I (pA) 1/1.

100 11.0 # 0.1 2.7 £ 0.1 0.245 *+ 0.01

200 8.2 + 0.1 3.0 = 0.1 0.365 + 0.01

300 7.0 £ 0.1 2.3 + 0.1 0.328 =+ 0.02

400 5.0 = 0.1 2.5 = 0.1 0.500 =+ 0.02

I. corriente ® través del canal en ausencia de TEA. I
corriente a través del canal en prescencia de 47 wmM TEA

puesto en el lado cis.

+60
mM.

mVY.

Ls concentracién de K*

Todas las corrientes se midieron a

en el lado cis fue de 100
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BLOQUEO POR COMPUESTOS MOROVALENTES
Antecedentes.
En les mecciones anteriores se mosiré que los

compuestos amonio custernarios son capaces de bloquear 1la
corriente que pasa 8 través del canal de un modo
dependiente de potencial. Ademas el sitio a que estos
compuestos =e ligen esté en la via de peso del K*. Con
estos antecedentes es poeible iniciar un estudic mas
detalledo de las caeracteristicas de la entrada cis del
canal.

Bloqueo del lado cis.

La gaccién del bloqueador ee producir una disminucidn
de la corriente, y esta disminucién es mayor cuanto més
alta es la concentracién del compuegto (figura 16).

Para averiguar la estequiometria del bloqueo, se estudié
la freccidn de corriente I/I, en funcién de le
concentracién de bloquegdor, TEA, puesto en el lado cisg
del canal. Sélo una molécula de bloqueador se une al
Bitio, segtn indica la figura 17. La pendiente de este
recta evorregponde al valor reciproco de Kdi(ec. 33a).

La <f£fig 18 muestres curvas corriente-voltaje en susencia vy
en presencia de doe concentraciones de feniltrimetilamonio

(FTHA). Esta curva indice que el bloqueo dependiente de

potencial no es exclusivo de TEA, y puede ser inducido por
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Figura 16
Accién de TEA sobre la corriente.

Registros tomados a +60 mV a las concentraciones de TEA
indicadas. C contreol con 100 mM K* a é&ambos lados de 1la
camara. Canal incorporado en una membrana hecha de PE:PS 4:1.
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Figura 17
Estequiometria del ligamen de TEA.

La unién de una molécula de TEA al canal predice que I.,/1
depende linealmente de la concentracion de TEA, la recta
deberia tener pendiente 1/Kd(V) e intercepto 1.

Canales incorporados en membranas de PE:PS 4:1 con 100 mM

de K* a &mbos lados de la camara. Todas las corrientes se
midieron a +60 mV.
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Figura 18

Blogqueo causado por Feniltrimetilamonio (FTMA).

Al igual que TEA el blogueo es dependiente de potencial,
con =z&6=0.22. Canal incorporado en membrana de PE:PS 4:1,
con 100 mM K* a ambos lados. Control (O). FTMA 0.38 mM
(0). FTMA 3.0 mM (e). Las lineas corresponden al eajuste de
la ecuacién 41. Kd(0)=1l.6 mM y 2z6=0.28 (0). Kd(0)=2 mM y
z6=0.3 (@),
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compuestos de estructura relacionada.

Para una serie de sales de amonio cuaternarias, de
estructura parecids, se determiné los paréametros de
bloquec Kd(0) y zé. El valor de zé se determiné de las
curvas corriente-voltaje @ una concentracién de bloqueador
cercana & la Kd. La tabla 3 muestra los valores de Kd vy
zé para amonioe custernarios con diversos substituyentes.
Para compuestos de substituyentes hidrocarbonados iguales
ge puede apreciar un aumento en la afinidad conforme
aumenta el tamafio, que en este caso es una medida de la
hidrofobicidad del compuesto. El CS es el compuesto mas
hidrofébico de la tabla y tambien el de més afinidad.

Ee interesante destacar que el tetrakis a pesar de
tener un tamafioc parecido al TEA, aunque mucho wenos
hidrofébico debido a sus grupos -0OH,tiene una afinidad
mayor que TEA. Este compuesto parece constituir una
excepcién a la regla de hidrofobicidad.

Conclusiones.

Los valores de z& son muy parecidos, lo que indica
que todos los compuestos bloquean en un mismo eitio, que
estéd localizado a una profundidad que corresponde a un “27
% del potencial eléctrico aplicado.

Los resultados anteriores wuestran que una gran
variedad de compuestos relacionados con TEA son capaces de

bloquear el canal cuando son puestos en el lado gis, y la
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Tabla 3

Parametros de bloqueo para compuestos monovalentes
agregados a el lado cis.

- - - S S s s e s s e S G e e e R R R e em e A GF R GE SR Sm Wm Gn SR G R S A e SR o e e e

Blogqueador Kd(0) mH. zé n
Tetrametilamonio 54 *+ 6 0.29 = 0.07 S5
Tetraetilamonio 34 = 7 0.27 = 0.06 10
Feniltrimetilamonio 1.8 ¢+ 0.2 0.27 * 0.02 5
Feniltrietilamonio 6 0.21 2 0.01 4
Tetrabutilamonio 0.5 0.14 1
Noniltrimetilamonio 0.008 + 0.001 0.4 =+ 0.2 8
Tetrakis 29 = 5 0.26 *+ 0.03 3

Los parametros de blogeo se calcularon de la corriente
relativa segun la ecuacién 41 usando un algoritmo de
ajuste no lineal (vease estimacién de parametros).

Loe canales fueron incorporados en membranas hechas de
PE:PS 4:1, con 100 mM K* a ambos lados de la céamara. La
mayoria de las wediciones se hizo en wmembranas con un solo
canal, pero algunas se hicieron con 2 y hasta 3 canales.
n: numero de observaciones. Los errores corresponden a
la desviacién estandar de las wedidas.
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eficiencia con que lo hacen aparentemente esta dada por el

caracter hidrofébico del bloqueador.
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BLOQUEDO POR COMPUESTOS DIVALENTES
Antecedentes.

Con el objetivo de estudiar con mas detalle las
caracteristicas hidrofébicas del acceso del lado cis del
canal, se estudié el blogqueo para una serie de compuestos
divelentes de estructuras relacionadas. Las estructuras de
algunos de los compuestos empleados se muestran en la
figura 19. Para una serie de compuestos de estructuras
gimilares, como loes BisQn, lae areas, y por tanto 1los
largos, son una medida de sus hidrofobicidades (Reynolds y
col, 1977, Tanford, 1973). Para estos compuestos Bis@n se
puede conocer la distancia entre las cargas positivas,
midiendo la distancia entre 1los grupos trimetilamonio
usgando modelos de Corey-Pauling-Koltun (CPK). La medida
del largo de estos compuestos indica su hidrofobicidad.
Bloqueo por iones divalentes.

La figura 20 muestra los valores de las constantes de
disociacién aparentes Kd(0) para compuestos Bis@n de
diversos largos de cadena. Puede observarse que la
afinidad por el sitio aumente conforme aumenta el largo de
cadena, atn mas hay un incremento conetante en la energia
de unién por grupo -CHe- . El valor de incremento en la
energia de unién por grupo -CH.- es de 311 cal/mol.

Una caracteristica que diferencia a la accién de los
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de los compuestos Bis@n

NH,
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BisQ?
(052 nm )

BisQs
(067 nm )

Etilenonio
[ 066 nm )

BisQ5
( 095 nm )

BisQ6
(106 nm )

BisGS
(134 om )

BisQ10
(160 nm )

relacionados.

Los numeros en paréntesis indican la distancia entre las

dos cargas positivas.

de varillas).

(Determinados usando modelos moleculares
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Figura 20
Constante Kd{(0) paras compuestos Bigln.

Hay un incremento constente en la energia de unién de los
compuestoe al canal de 311 cal/mol. por cada grupo -CH2-.
Kd en esgcala logaritmica.
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bloqueadores divalentes de loe monovalentes es que el
parémetro zé depende del largo de cadena del compuesto.
Para cadenas cortas, zé& es meyor que 0.27. Por
ejemplo, BieQ2 tiene un valor de zé= 0.4:0.1. Compuestos
de largo de cadena intermedio tienen valores de z¢&
cercanos al valor promedio encontrado para compuestos
monovalentes, pera BisQ6 zé = 0.26 * 0.03. Compuestos con
mas de 8 grupos -CH. tembién presentan un aumento en le
valencia efectiva, para BisQ10 zé= 0.55 * 0.08. En 1la
figura 21 =se muestran las distancias eléctricas como
funcién del numero de grupos -CH.-. Para largos de cadena
muy cortos, 6 muy largos, zé tiende & un valor cercano al
doble del valor promedio obtenido para 1los compuestos
monovalentes. Sin embargo para largos intermedios de
cadena la distancis eléctrica es similar al velor promedio
obtenido para los compuestos monovalentes.
La dependencia anémala de zé con el largo de le cadena se
puede interpretar en términos de 1la conformacién que
adopta el compuesto en la entrada al canal (Miller,
1982a). Si el compuesto tiene sus dos cargas positivas muy
cercanas deberiamos esperar que bloguee con una
dependencia de potencial similar a un compuesto de carga
+2, en este caso si las dos cargas se encuentran a la
misma profundidad le dependencia de potencial serd el

doble de 0.27, es decir zé=0.54. Si se extrapola la
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Figura 21
Medidas de blogqueo z6é, para compuestos Bi=Qn y
relacionados.

La 1linea punteada es el valor zé& promedio pera los
compuestos monovalentes. Bi=Qn (= ); 2etilen-1, 4-
N,N,N,N’,N’, N’ -exametil-bis-amonio «( ¢ ); 1,8-bis-
(guanidinio)-n-octano (o). Canales incorporados en
membranas de PE:PS 4:1 con 100 mM K* a ambos 1lados. Los
valores de zé se calcularon de curvas I/V en presencia de
concentraciones de bloqueador cercanas a Kd(0).
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dependencia de potencial a cero &tomos de carbonos, esto
es lo que ocurre. Ee decir podemos interpretar le

disminucion de =zé desde un valor de 0.5 a 0.25 como el
alejamiento de las dos cargas puestas en el campo (véase
Miller, 1982b).

Parea el compuesto de cinco &tomos de carbono de
largo la segunda carga quede fuera de le regién donde cae
el potenciel, y este compuesto se comporta como un ion
monovalente tipico. El largo de este compuesto es una

medida de la longitud del acceso.

Conclusiones.

Los compuestos Bis@n bloquean con una afinidad que va
de scuerdo con la hidrofobicidad. Esto indica que el sitio
donde se unen tiene caracteristicas hidrofébicas. Segun
las dimensiones de los compuestos, el sitio de ligamen de
los amonios tiene una profundidad de "1 nm, seguido de una
constriccién estreche de menos de 0.5 nm de diamétro. No
se puede decir con exactitud cual es el diametro de la
regién que acomoda @a los amonios ya que de todos los
compuestos probados no se encontré uno que no penetre en

el poro.
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BLOQUEO POR EL LADO TRANS
Antecedentes.

De estudios hechos en el canal de potasio de célulae
cromafines ( Yellen, 1584), de celules musculares en
cultivoe (Blatz y Megleby,1984), y de misculo esquelético
de conejo (Vergara, 1983) se vié que TEA es capaz de
bloguear el lado trane del canal, y con mayor afinidad que
el 1lados cis, por otre parte noniltrietilemonio bloguea
con wmucho menor afinidad que por el lado gis.

Estos estudios hacen pensar que el lado irans tiene

caracteristicas distintae al lado cis.
Acceso trang.

La figura 22 muestra curvas corriente voltaje en
ausencia y presencia de TMA, puesto en el lado trans del
canal. La forme de la curva indica que el bloqueo es més
intenso a potenciales negativos, es decir en condiciones
en que la corriente circula del lado trans 8l cis. De esta
curva se pueden extraer un velor de Kd = 4318 mwM y un
valor del parémetro zé igusl a =zé& = 0.2:0.005.

La figure 23 muestra curvas corriente-voltaje en ausencia
y en presencia de dos concentraciones de TEA, al igual que
para el bloqueoc por THA, la disminucién de la corriente es
mayor a potenciales negativos. Es interesante degtacar que

las concentracions de TEA requeridae para producir una
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Figura 22
Curva I/V en presencia de Tetrametilamonio (TMA) puesto el
lado trans.

Control con 100 mM K* 8 ambos lados (0). Curva con TMA 57
mM  (e). Las curvas son gimulaciones con los paréametros

dados en el texto. Canal incorporado en membrana de PE:PS
4:1.
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Figura 23
Blogueo por TEA irans.

En presencia de TEA trans el bloqueo es mae efectvo cuando
la corriente va del lado extracelular al citoplasmatico.
Los parédmetros de blogueo son Kd{(0)=0.3 mM, =2&=0.14. a)
Control. b) TEA trang 0.17 mM. c) TEA trans 0.33 mM. Canal
incorporado en membrana de PE:PS 4:1 con 100 mM K* a ambos
lados de la céamara.
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disminucién de la corriente comparable a la que produce
TMA son cerca de 100 veces menores, indicando que este
gitio presenta wmayor afinidad por TEA, que por otros
amonios cuaternarios.

La tabla 4 muestra los parametros de blogqueo para el

lado trans, para compuestos tanto monovalentes como
divalentes. Para compuestos monovalentes de estructure

relacionada el acceso trans muestra una especificidad muy
alte para TEA, compuestos de mayor o menor tamafio bloguean
con afinidades cerca de 100 veces menores.

De un examen cuidadoso de la tabla se puede ver que
la profundidad a la que blogquean estos compuestos es
variable y aparentemente estéd dada por su caracter polar.
Al igusl que el blogueo por el lado cis los compuestos
divalentes muestran un aumento en el valor de zé con
respecto a los monovalentes, este aumento es inversamente

proporcional al largo del compuesto, o al tamafio.

Conclusiones.

Estos detos muestran que el lado trans del canal
presenta un acceso que puede alojar diversos compuestos,
siendo muy especifico para TEA, por otra parte la entrada
al canal presenta caracteristicas hidrofilicas was bien
que hidrofébicas, a diferencia del acceso del el lado cis,

segin se desprende de loe valores de Kd para los
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Tabla 4

Parametros de bloqueo para diversos compuestos
agregados en el lado trans.

Bloqueador Kd(O) mM. zé n
Tetrametilamonio 43 + 8 0.2 = 0.05 3
Tetraetilamonio 0.12 + .01 0.13 = 0.01 5
Tetrapropilamonio 58 + 4 0.13 = 0.01 2
Tetrakise 48 + 5 0.21 *+ 0.05 3
BisQ3 6 + 1 0.48 * 0.09 3
BisQ4 11 x 2 0.38 * 0.09 2
Bis@5S 71 + 3 0.22 = 0.01 2

- e = e e N e e G S R e R R R R e e e - e e e em--—————-——

Los parametros de bloqueo se calcularon de la corriente
relativa segin la ecuacién 41, usando un algoritmo de
ajuste no lineal (véase estimacién de paréametros). Los
canales fueron incorporados en membranas de PE:PS (4:1)
con 100 mM K* a ambos lados de la cémara. n: numero de
observaciones. Los errores corresponden a la desviacién
estandar de los valores.
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compuestos Bis@n.

La constante Kd para el bloqueo por TEA trens es
parecida a la determinada en otra preparaciones, tales
como células cromafines (Yellen, 1984) 6 musculo
esquelético de conejo (Vergarsa, 1983), confirmando el
parecido que hay entre los canales de potasio activados

por calcio de diversos origenes.
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CINETICA DE BLOQUEO
Antecedentes.

Como se wmostré en la seccién anterior, el TEA es
capaz de bloquear el cenal con una gran afinidad. Ademas
este compuesto produce un aumento considerable de ruido
asociado al estado sbierto. Estos hechos hacen de este
compuesto la especie ideal para estudiar la cinétice de
bloqueoc usando la distribucién de amplitudes, pudiendo de
este modo determinar el perfil de potencieal del ion en su

entrada al canal.

Propiedades cinéticeas.

El sumento de ruido de le corriente producido por TEA
agregado en el lado trans se muestra en la figura 24.
Junto con el s8aumento de fluctuaciones =se observa una
digminucién de la conductancia. Uno de los supuestos del
analisis de la distribucién de amplitudes del ruido del
estedo abierto es que en ausencia del bloqueador el ruido
basal tiene una distribucién gausiasna. En la figura 25 se
muestra un histograma del ruido del estado abierto del
canal en ausencia de bloqueador, junto con una curva
tedrica construida con los parametros del ajuste. Este
histograma muestra que el ruido del estado abierto es de

distribucién gausiana. Para cada condicién se construyé un
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Figura 24
Aumento de las fluctuaciones del canal sabierto causadas
por TEA sgregado en el lado trans.

a) Control. b) TEA 66 pM. c) TEA 232 nM. d) TEA 563 uM.
Junto con el aumento de fluctuaciones tambien se observa
una notable disminucién de 1la conductancia. Canal
incorporado en una membrana hecha de PE:PS 4:1. La flecha
indice el estado cerrado.
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Figura 25
Histograma de amplitudes del ruido del canel abiertc en
ausencie de bloguesdor.

La linea suave es8 une simulacién hechs con los parametros
del ajuste; promedio, p=0.52, desviacidén estandar, ¢=0,045,
Este histograma muestra que el ruido inespacifico tiene
distribucién gausiana.
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histograma control como el de la figura 25 y el valor de
sigma obtenido se us6 como parametro fijo en los ajustes
de los histogramas obtenidos en presencia de bloqueador, y
determinacién de lae constantes cinéticas.

En la figura 26 s=se muestra un histograma de
amplitudes del ruido de la corriente del canel ebierto es
presencie de bloqueador, junto con el ejuste wusando la
ecuacién 34. Este fue el experimento tipico en la
determinacién de constantes cinéticas a paertir de los
histogramas de ruido. Notese que el ajuste es muy sensible
al cambio de parametros, pequefias variaciones en estos
producen cambios apreciables en la curva. Esto se debe
principalmente a que se le impone a la funcién teérica que

tenge area uno.

El efecto del potenciel eléctrico sobre las
constantes cinétices de ligamen y liberacién es una medida
de la gimetria de la barrera de energia potencial en el
acceso al canal. La figura 27 wuestra la dependencia de
potencial de las constantes de ligamen Yy liberacién,
determinadas de los histogramas de distribucién de
amplitudes del ruido del canal abierto. Tanto la constante
de ligamen B como la de liberacién « son dependientes de
potencial, para « la dependencia de potencial es &,=0.1

$0.01 y para &.=0.05 20.01. Estos valores son similares a
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Figura 26

Determinacién de las constantes a y B

Hisetograma de amplitudes de le corriente del canal con 0.2
mM de TEA puesto en el lado trans. Las curvas suaves se
construyeron con a=12, b=11 (flecha) y a=12, b=12 (flecha
doble). Corriente medida & +60 mV. La concentracién de KCl
fué de 100 mM a éambos lados de la camara. Membrana de

PE:PS 4:1.
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Figura 27
Variacién de las constentes de ligamen B, y de liberacién

o en funcién del potencial.

De distintos sectores del registro se hicieron sendos
histogramas de amplitudes. Se tomaron varios de ellos (4-
8) y se promediaron punto a punto. El1 histograma que
resulto de esta operecién se entregé al programa de
ajuste, obteniendose las constantes cinéticas. (Asi cada
punto contiene la informacién de 1-2 8 de fluctuaciones de
la corriente a través del canal abierto.
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loe obtenidoe de les mediciones en el equilibrio. La suma
de loe zé deberia corresponder al valor de z& para la
dependencia de potencial de Kd. Ademas «/f’=Kd/[Bl. La
comparacién de estos valores se muestira en la tabla 5.

El modelo de bloqueo predice que la constante de
ligemen deberia ser proporciocnal a la concentracién de
blequeador, y la de liberacién, deberia ser independiente
de la concentrecién de bloqueasdor. La figura 28 mnuestrs
los histogramas de amplitudes del ruido obtenido a +60 mV
para diversas concentracionez de TEA puesto en el lado
trans del canal. Las curvas muestran un corrimiento de los
méximos conforme aumenta la concentracién de bloqueador.
Le figura 29 muestra la dependencia de la concentrecién de
TEA de la constantes de ligamen, £ y de la ccnstante de
liberacién «. Estas dependencies eon comoc las predice el

modelo de bloqueo propuesto.

La relacién entre las dos constantes cinétices esté
wuy bien estimeda, ys que es sensible & la posicién del
maximo del histogrema de amplitudes. Los valores ebsolutos
de estas son sensibles al ancho del histograma y al valor

de l& conetante de tiempo del sistema de medicién, qgue e=

necesario medir con bastente precision.




Resultados 97

Tabla S

Cowmparacién de los parametros del blogueo inducido por
TEA (trans) medidos de la disminucién de conductancia
del canal y de los histogramas de amplitudes.

— . - —— -~ - -

Disminucién de conductancia 0.12¢* 0.01 0.13*
Histograma de amplitudes 0.128¢
Comparacién de lo parametros de bloqueo segun la ecuacién
10. a)calculado de la razén entre las constantes
cinéticas, de los valores antes indicados. b)suma de les
dependencias de potencial de la constante de ligémen y
liberacién segun la figura 1. c) y d) tomado de la tabla 4.
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. Figura 28
Histogramas de amplitudes a distintas concentraciones de
TEA, puesto en el lade trans.

Canal! incorporado a membrena de PE:PS 4:1 con 100 mM K* =a
amboe lados de la camars, contruida en agujero peqguefio,
capacidad 50-80 pF. 6) histograma control. La linea suave
es el ajuste de unae funcién gausiana.
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Figura 29

Variacién de las constantes cinéticas de ligamen B y de
liberacién o en funcién de la concentracién de TEA.

Ambas constantes se calcularon a partir de histogramas
como los mostrados en la figura 25. Constante de ligamen B8
(¢). Constante de liberacién a (0).
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Conclusiones.

Log resultadoe enteriores muestran que la disminucién
de corriente y el aumento del ruido son explicebles en
términos de 1la reaccién de ligamen-liberacién del
bloqueador y las propiedades del conversor corriente
voltaje, que en este caso esta completamente caracterizado
por su respuesta de tiempo 71=200 ps.

La constante de ligamen B’ es dependiente de la
concentracién de bloqueador, no aesi la constante de
liberacién a.

Ambas constantes, o, B’ son dependientes del potencial
eléctrico. Para el ligamen z46,=0.05 y para la liberacién

zbe=0.1 (véase figura 1).




Discusién

DISCUSION

Origenes del efecto del potenciesl eléctrico sobre el
bloqueo.

Lag mediciones de las dimensiones de los accesos se
baesan en el hecho de que el ion penetra en el poro. Por lo
tanto antes de interpretar cuslquier resultado es
importante analizer con cierto detalle los mecanismos que
generan bloqueo dependiente de potencial y descartar otras
ceusas distintas de la penetracion del ion en el campo
eléctrico, que puedan producirla.

El parédmetro que mide el efecto del potencial sobre
el bloqueo, 2§, por ®8i solo, no demuestra que el ion
bloqueador puede penetrar en el interior del canal. La
dependencia de potencial puede deberse a otras causas, que

se analizarédn a continuacién.

101

Moczydlovwski estudio el bloqueo inducido por derivados

de la saxitoxina en el canal de sodio de tubulo tranverso.

Estos derivados tenian dietinta carga. Moczydlowsky observo

que todos bloqueaban con la wmisma dependencia de potencial
z&. Estas observaciones lo llevaron a postular que el
bloqueador induce cambios conformacionales en la proteina
para llevarla a un estado no conductor (Moczydlowski vy

col, 1984). El estado bloqueado sera wmas favorecido cuanto
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mas favorecidos por el potencial sean los wovimientos de
lo=s grupoes cargados.

En nuestro caso este mecanismo se descarta
inmediatamente ya que le distencia eléctrice si depende de
le carga del compuesto blogueador.

Se ha sugerido que el canal de potaesio activado por
calcic puede aceptar mas de un ion a la vez en su sistema
de conduccién, {Vergara y col., 1983; Yellen, 1984;
Eisenman, Latorre, HNiller resultados no publicades). Es
posible entonces que el ion bloqueador coexista con uno o
mée iones potasio en el interior del canal. Supongamos gque
el blogqueador no penetra en el poro, sinoc que se liga en
la entrada al canal con una cierte afinidad. Supongamos
que la salida del bloqueador se debe a la repulsidn
eléctrica con el potasio. Asi se puede cambiar la afinidad
del blogueador variando la probabilidad de ocupacién del
gitio de potasio. Lo potenciales que favorecen la
ocupacion liberan el bloqueo, a su vez, aguellos
potenciales que disminuyen la ocupacion intensifican el
bloqueo. Luego podemos tener un bloqueo dependiente de
potencial.

8i ocurriera el mecanismo anterior, se esperaria que
al disminuir la concentracion de potasio, en ambos lados

de 1la cémara, la probabilidad que el potasio ocupe el

canal disminuyera. Asi el bloqueo se harias independiente

O
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de potencial a bajas concentraciones de potasio. Este
fenémeno no ocurre al wenos hasta 20 wmM potasio, segun se
mostré en la figura 14.

Los argumentos anteriores, wmés el hecho que el
bloqueo disminuya al aumentar la concentrecién de potasio
en el lado opuesto al que se agregd el bloqueador, indican
que estos compuestos pueden penetrar en el sistema de
conduccién de potasio. Estas obeervaciones hacen de los
amonios cuaternarios una herramienta util en el estudio de

la arquitectura de las vias de acceso al canal.

Acceso citoplasméatico

El bloqueo producido por todos los compuestos
monovalentes, aplicedos por el lado cis, es dependiente de
potencial eléctrico y puede ser descrito con un zé6=0.27.
Esto sugiere que todos 8se unen a un wmiemo sitio de
ligamen. El hecho que el bloqueo producido por cowmpuestos
pequefioe, como el TMA, pueda ser descrito con el mismo zé
que otroe mas grandes indica que no existe una disminucién
gradual del radio de la entrada al canal, g2ino mas bien
una gran entrada seguida de una abrupta constriccién de
menos de 0,25 nm de radio (radio del THMA). Esto también se
concluye de la observacién que los compuestos de igual
tamafio pero distinta hidrofobicidad, cowo lo son el TEA y

el Tetrakis, bloquean en la wiswa posicién, y este Gltimo
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no tienen acceec a zonas mas profundas en el cansal.

Una relacién entre la distancie eléctrica y la
distancia geométricase puede obtenerse de la
interpretacién de los valores de zé& para compuestos
divalentes. Ya que los diferentes compuestos monovalentes
gse ligan en la wisma poesicién, independiente de su
estructura, podemos suponer que uno de loe grupos cargados
de los compuestos divalentes se uniréd a una distancia
eléctrica igual a la de los monovalentes, y la otra carga
gse ubicarad a una distancia igual al largo de 1la cadena
hidrocarbonada. El Bis@5 se comporta comoc un ion
monovalente (z&=0.26) (figura 21), por lo tanto la sBegunda
carga debe quedar fuera del campo. El largo de este
compuesto es de “0.96 nm., esta es la distancia geométrica
que corresponde a una distancia eléctrica zé6=0.27. Para
compuestos Bis@n la ;egunda carga 8se ubicara a una
distancia

d = 0.96 - 1 nanometros.
en que 1 es el largo de cadena en nm. Asi de los valores
de z& de puede determinar cémo varieas el potencial en
funcién de la distancia (figura 30 ).
Los compuestos Bis@n de cadena larga pueden adoptar una
conformacién no extendida (Miller 1982a). Dentro del canal
pueden tomar le forma de herradura, como se desprende de

la observacién que los valores de zé aumentan con respecto

104
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al valor promedio para compuestos monovalentes. Es decir
las dos cargas se encuentran mée juntas de lo que predice
el largo de cadena. Le posibilidad de que los compuestos
Bis@n de cadena larga adopten forma de herradura en el
interior del acceso cis no Bblo corrobora Bus
caracteristicas hidrofébicase sino que nos da una

estimacién del tamafio de la cavidad.

Los resultados obtenidos con los compuestos Bisln
indican que la transferencia del compuesto al sitio de
ligamen estaris gobernada por el efecto hidrofé6bico. El
valor de 311 cal/mol en el incremento en la energia de
unién, por cada grupo CH.- es comparable al valor de 310
cal/mol encontrado por Miller para el cenal de potasio del
reticulo sarcopléasmico. Este no es exactamente un efecto
hidrofébico clésico. Las energiass obtenidas son cerca de
la mitad de las que indica Tanford (Tanford, 1980). En el
terreno de la especulacién podriamos decir que es s6lo un
lado del compuesto el que se adosa al canal, de tel wmodo
que el éares a considerar seria la mitad. De lo que se
puede tener certeza es que el acceso cis es hidrofébico.

Cabe preguntarse entonces 8i el acceso cis es un
dominio completamente hidrofébico expuesto hacia la
solucién. Hay pruebas de que no lo es. Si bien es cierto

que el acceso cis se comporta como una zona hidrofébica en
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la que se "disuelven" los reeiduos hidrocarbonados de 1los
bloqueadores, -hay también otro tipo de interacciones
involucradas, como lo indicen los resultados obtenidos con
tetrakis. El tetrakie es un compuesto similar al TEA en
que uno de los hidrégenos de cada grupo metilo ha sido
reemplazado por -0H. Este compuesto tiene una Kd(0) de 29
mM, en comparacién con el TEA, cuya conetante Kd(0) es de
34 wmM. Estas observaciones indican que interacciones de un
tipo distinto que las hidrofobicas podrian ser importantes

en la estabilizacién del ion en su sitio de ligamen.

Acceso trans.

En este lado el bloqueo nos ensefia que el acceso
tiene caracteristicas polares. Loe compuestos mas
hidrofilicos tienen mayor afinidad. A diferencia de lo que
ocurria en el lado cis al alargar la cadena de los
compuestos Bie@n su afinidad disminuye.

Llama la atencién la alta afinidad del TEA en
comparacién con THMA o TPA. Al parecer el TEA queda
inmovilizado en el acceso al canal. Esta afirmacién se
apoya en el modo distinto de bloqueo; el de producir
aumento de ruido en la corriente a través del canal
abierto. Esto nos dice que los tiempos de permanencia del
TEA en el sitio de ligamen son mayorees que los de TMA o

TPA.
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El bloqueo por TEA nos esté indicando que el diémetro
del acceso trane es probablemente de 0.6-0.8 nm, ya que
compuestos wenores penetran més al interior (THA) en
cambio compuestos de mayor tamefio bloguean en la wisma
posicién.

Para determinar el largo del accesoc trans podriamos
ugsar los valores de zé de los compuestos Bis@n como se
hizé para el lado cis. En este lado la suposicién de que
todos los compuestos monovalentes bloquean en la misma
posicién no se cumple. Para hacer la estimacién
supondremos que la primera carga de los compuestos Bis@n
se une en la posicién del THMA (z6=0.2). El error que se
comete con los derivados mas hidrofébicos de debe a que
estos penetran menos en la via de conduccién, es decir la
segunda carga del compuesto Bis@n quedara fuera del campo
para un largo wmenor que el largo del acceso, en ningun
caso wmayor. Por lo tanto el largo calculado de “0.96 nm
estd subestimado.

Los valores de la fraccién del potencial en funcién
de la distancia (en manometros) se muestran en la <figura
30. Tomando en cuenta las observaciones hechas para el
lade trens, la curva describe el potencial en las entradas

del canal.
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Figura 30
Perfil de potenciael en las entradas al canal, determinados
de los valores de zé para los compuestos Bis@n.

Loe puntos graficados corresponden a zé, en funcién del
largo de cadena en nanometros La curva no corresponde a

ningun modelo teérico.
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Arquitectura de las vies de acceso.

Con el uso de bloquesdores de 1la corriente que

circula @a través del cenal se ha podido determinar que
éste tiene dos accesos amplios de cerca de 1 nm ceda uno.
De este modo en la mayor parte de la via de conduccién el
ion se puede mover libremente, como en la eolucién. Esta
caracteristice estructural permite al canal tener una gran
conductancia (figura 31). La combinacion del uso de
bloqueadores monovalentes de diverso tamafio, y el uso de
loe compuestos Bis@n ha mostrado ser una técnicea muy
apropiada. Los compuestos Bis@n miden fundamentalmente
profundidad, y los monovalentes el radio del poro.
En el presente trabajo se ha podido determinar 1la
estructura global de los dos acesos al canal de potasio
activado por calcio de musculo esquelético. Conviene
recalcar una vez madse que las dos entradas son
fundamentalmente distintas. El acceso cis es
principalmente hidrofébico pero posee grupos capaces de
formar puentes de hidrégeno. El acceso trans, en cambio es
maés pequefio que el cis y wéas polar.

Una de loe resultados wmés interesantes es que una
gran parte del poro lo constituyen los accesos. La regién
donde el ion toma contacto estrecho con la proteina parece
ser una pequefia parte del total de la via de conduccién.

El aporte del presente trabajo ha sido wmostrar que los
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Cis

Trans

Figure 31
de la region del cenal donde cae el potencial.

Modelo

En el acceso cies se muestra un compuesto Bis@n.
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accesos postulados existen y dar las dimensiones. Cabe
mencionar que 1la idea que hasta shora se tenia de la
regién donde cae el potencial ha cambiado. Miller postula
que la regién donde cae el potencial tiene un diémetro
uniforme (Miller 1982b) y que en loe eccesos no cae el
potencial. Le idea que parte del potencial podia ceer en
log accesos la postulé Peter Jordan (Jordan, 1984) en base
a8 un modelo electrostético de un poro. Con las técnicas
empleadas aqui Bse ha mostrado que, de acuerde a 1lo
predicho, una fraccién considerable del potencial cae en
log accesos. Cerca de un 50 % del potenciasl cee en las
entradag del canal. Si sBe considera a los accesog2 CcOmo
resietencias en serie con el pero, g este tltimo le
correspende una conductencia de 460 pS. Este es la
conductancis de un poro acuoso lleno de una solucién 0.1 M
de KCl1 0.2 nm de radio y 0.35 nm de lergo, 1o que no
necesariamente significa que éste sea la estructura de la

region mas estrecha.

Comparacién con otros canales

Tanto el receptor de TEA internc (cis) como el
externo (trans) presentan notables parecidos a los
descritos en otros canales de potasio activados por celcio

de alta conductencis (Blatz y Magleby, 1984; Yellen, 1984),

ambos canales estudiados en células. En el lado

D
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intracelular Blatz y Magleby encontraron una Kd(0)=60 mM
(determinado con 160 mM K* a ambos lados de la wmembrana),
Yellen encontiré Kd(0)=24 mM ( con 160 mM K* dentroc de 1la
célula, y 160 mM HNa* externo). Con respecto a las
distancias eléctricas, zé, Blatz y Magleby encontré
25=0.26, valor muy parecido al determinado agui, en cambio
Yellen encontré z6=0.1%.

Con respecte 8l 1lado extracelular ambos autores
encontraron gque el TEA era mucho mas efective que cuando
se splicaba por el interior de la célula. Blatz y Magleby
encontraron Kd(0)=0.3 mM, vy Yellen encontré z6=0.2 N,
aAambes valores muy parecidos a los determinados en este
trabajo. Estos datos contribuyen w&s a demostrar el
parecido que hay entre los distintos canales de potasio
de mlta conductancia activados por calcio.

Estudios detalladeos de bloquec hecho en &mbos lados
de ecaneles de potasio de alta conductancia no se conocen,
en otros ceneles de potasio los estudios tambien son
escasos, salvo el hecho por Hille y colaboradores en nodo
de Ranvier (Armstrong y Hille, 1972). Este grupo usande n-
alquil trimetilamonic, como blogqueador de las corrientes
de potasio, encontrdé que tanto por el exterior como por el
interior del nodo habian receptores para TEA. Estos eran

distintoe. El1 receptor interno era mids afin por 1los

compuestog wmas hidrofébicos, no asi el externo que
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preferia los menoe hidrofébicos. Por otra parte el TEA
aplicado externamente bloqueaba en concentraciones de 1
mM, en cambio por el interior se requerian concentraciones
de 20 wM para reducir la corriente en un 60 %.

Es interesante destacar el paerecido entre otros
canales de potasio y loe de alta conductancia activadﬁs
por calcio. El ejemplo anterior en nodo de Ranvier muestra
que no sb6lo se comparte la capacidad de ser blogquadoe por
TEA sino tembien la diferencie de afinidades relestivas

entre el interior y el exterior de la célula.

Cinétice de bloqueo.

Las mediciones en el equilibrio nos dan una
caracterizacién estructural del canal, que es estatics,
las mediciones cinéticas nos dan una idea de la velocidad
con que entra y sale un ion del acceso, que es como la
antesala de la via de conduccién. Las mediciones cinéticas
usando el analisis de distibucién de amplitudes de 1la
sefial filtrada permite medir cada una de las constantes
cinéticas, aun cuando no sean distinguibles los estados
abierto y bloqueado. Debe notarse que el esquema cinético
planteado tiene dos estados, sabierto y bloqueado, ya que
en este estudio no se consideré la interaccién del
bloqueador con el canal cerrado. Tanto las wmediciones

cinéticae como les medicionese en el equilibrio se hicieron
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con el estado abierto.

Le constante cinética de ligemen 8 depende
linealmente de la concentracién de TEA, no asi la de
liberacioén, a que permanece constante al @eaumentar la

concentracién de blogueador (Figura 26).

Se ha visto que ambas constantes dependen de
potencial. La entrada de TEA al sitio del ledo trans
depende de un 5% del potencieal, en cambio 1la salida
depende de un 10 % del potencial total aplicado. El origen
de ls asimetria del perfil de energia para el TEA en su
entrada al canal requiere un estudio mas detallado, en que
se considere la accién de potasio sobre éstas. Este
estudio permitiria determinar 2i hay competencia estricta,
en cuyo caso la constante B deberia depender de la
concentracién de potasio, 6 repulsién electrostatica, en
cuyo caso la constante de liberacién, «a, deberia depender
de la concentracion de potasio.

Loe valores de las constantes cinéticas de ligamen vy
liberacién =] potencial cero son 48 Yy 63 me- !
respectivamente. Estos valores corresponden a energias de
activacién de 18 kT para la liberacién y 20 kT para el
ligamen de TEA. Estos valores obtenidos son razonables, y
son mayores que las energias involucradas en el movimiento
de cationes alcalinos a través del canal de hemocianina

(Cecchi y col, 1981) o a través del canal de potasio
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activedo por celcio de células cromafines (Yellen, 1984),
pero son menores que el ligamen de Decametonio, al canal
de potasio de reticulo sarcoplasmico, en que que la
energia de activacién es del orden de 25 kT (Miller

1982a).

: Ee posible entender la alta conductancie ?

Los resultados obtenidos contribuyen a entender 1la
alta conductancia de los canales de potasio activados por
celcio. La observacién mas importante es que el poro a
través del cual se conducen los iones estéa estructurado
como dos accesos que en conjunto cubren "2 nm del total de
la via y una zona estrechs, no accesible a loe
blogueadores del tamafio probado. En estos accesos reside

cerca de la mitad de la resistencis total del canal.

El hecho que los accesos sean amplios no s8sélo
facilitae la colisién del ion con la entrada del canal,
gino que ayuda a disminuir la energia de polarizacién
(Levitt, 1978). Parte de la energia para transferir el ion
al poro se debe a la polarizacién de las paredes de éste.
Esta energia disminuye con el aumento del radio y
disminucién del largo (Levitt, 1978). Podries decirse que
en lo que se refiere s efectos electrostaticos el poro se

comporta como si tuviera un gran radio, ya que la
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conetriccién es una pequefia parte del total.

Lo célculos de Levitt de energia de polarizacion
estdn hechoe pera poros de radio uniforme (Levitt, 1981),
aunque se conocen modelos pera celcular la contribucién
electrostética a le energie de wun ion en un poro
estructurado, es decir de radio no uniforme, una
interpretacion en términos mas cuantitativos de lea energie
del ion dentro del canal de potasio activado por calcio de
alte conductancia tendré que esperar a que se Cconozcan
datos de las dimensiones de la parte mas estrecha del

poro, el filtro de selectividad.

Conclusién final.

El estudio de la interaccién del canal de potasio
activado por calcio con cationes orgénicos nos ha mostrado
aspectos importantes de la morfologia del esistema de
conduccién de iones de esta proteina intrinseca de
membrana.

El uso de estos compuestos permite determinar no sélo
la polaridad de las zonas de acceso al canal, s&ino
tambien sus dimensiones moleculares. Los compuestos Bis@n
usados actuan como verdaderas cargas de prueba que
determinan el potencial en las entradas del canal.

La regién donde cae el potencial a través del poro no

tiene un diémetro uniforme, y la regién mas estrecha es
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una pequefia parte del total de la vis de conduccién, este
caracteristica nos ayudas 8 entender le alta conductencia
de los canales de potesio activados por calcio.

El uso de le distribucién de amplitudes de la sefial
filtrada nos permitié conocer la velocidad de entrada y

salida de un ion al cansal.
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Apéndice
APENDICE
Sefial Filtrada
La sefial filtrada estaréa compuesta de dos procesos,
uno determinista, descrito por la ecuacién del filtro vy

otro saleatorio, el proceso de bloqueo-desbloqueo. Para
combinar ambos procesos debemos expresar (1llc) en terminos
probabilisticos, es decir ya no nos preguntaremos cual es
la trayectoria de la curva solucién de le ecuacién (llc),
gino con que probabilidad pasara por cierto lugar.
Caso 1 : El canal se bloquea ( x = O V t>0 )
Definimos la funcién densidad de probabilidad (fdp.):
f,(y)dy = Prob{ ye(y , y + dy) } 16
Esto quiere decir que la probabilidad que la salide del
filtro este en el intervalo (y,Y+dy1 es :
PC |y=Ys| <€ ) = Jy.;(u)du 17
Yo~ €
Si en el instante cero la entrada del filtro se hace cero
describiremos la evolucién del filtro en un instante dt.
Esta estara dada por 1llc con x = 0 ( queremos soluciones

para t>0 ).

dy/dt = -y/« 18

Esto quiere decir que si en t = O la salida del filtro

valia y, ahora valdréa y - Aly) , en que

122
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Aty) = (y/7)dt 19
Asi si la salida del filtro esté dentro del intervalo
(y+A(y),y+dy+A(y+dy)) ceerd dentro del intervalo (y,y+ dy)
en un tiempo dt (fig.3).
El cambio neto de 1la fdp. £,(y) estar dado por 1la
probabilidad que Yy caiga dentro del intervalo wenos la
probabilidad que salga de él.
Df, (y)dy = probl{ye(y+dy, y+dy+A(y+dy))} -Probi{y € (y,y+dy))
Df, (y)dy = £, (y+dy)A(y+dy)-£, (y)Aly)
Df, (y)dy = f.(y+dy)(y/1)dt+f.(y¢dy)(1/w)dydt—f.(y)(y/w)dt
Df, (y)dy = (y/7)( £, (y+dy)-£, (y))dt

df, (y)/dt = d/dy(£f, (y)(y/7))

La solucién de eesta ecuacién describe el decaimiento
temporal de la fdp. de encontrar la salida del filtro en
el intervalo (y,y+dy) luego de que el canal se blogquea en

t = 0.

Caso 2 : El1 blogqueo se libera ( x = 1 vV t>0 )
Por una deduccién analoga & la anterior, la f£dp. para el
desbloqueo es solucién de la siguiente ecuacién :

df, (y)/dt = d/dy(f.(y)(y-1)/7) 21

Fluctuaciones.

Durante el proceso de bloqueo-desbloqueo, el canal

estaréd fluctuando entre dos estados, abierto y bloqueado.
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Si B es la probabilidad por unidad de tiempo que el canal
se bloquee y a gque se desbloquee, la probabilidad de
encontrarlo abierto es P, = a/(a+B), y de encontrarlo
blogqueado es P, = B/(a+f)

En esta ®=situacién el filtro se relajara heacia cero o
hacia uno megun el canal este abierto o bloqueado. Asi lea
probebilidad de que 1la salida del filtro esté en el
intervalo (y, y+dy), estara dada por la suma de dos
probabilidades condicionales :

f(y) = P, f.(y) + Puf, (y) 22

en que :

P.f.(y) = Prob{ x(t)=1 & y(t) € (y,y+dy)/x(0)=0 & y(0)=y }
P.f., (y) = Prob{ x(t)=0 & y(t) € (y,y+dy)/x(0)=1 & y(O)=y }
Estas funciones de densidad satisfacen las siguientes
ecuaciones (comparese con 2 )( FitzHugh 1982) :
d/dtI[P, £, (y)) = d/dy[P.f, (y)(y/7)] - aP.f.(y) + BP,f,(y)
d/dt[P.f.(y)] = d/dylP.f.(y)(y-1)/7] - Bf,(y) + oaP,f,(y)
Observese que en el caso extremo cuando o« O (P,—1) el
canal no se abre, solo se bloquesa, en este caso la
ecuacién 23a se reduce a la deducida anteriormente para un
cierre. Cosa snaloga sucede con 23b cuando 8 0 (P,—1).
Estas ecuaciones se pueden resolver en estado estable
(haciendo cero el término de la derecha). Usando el hecho
que las solucicnes se anulan fuera del intervalo (0,1) vy

su integral vale 1 por ser densidades de probabilidad, s=se
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demuestra que :

f.(y) = y*-t(1-y)*/B(a,b-1) 24e
f,(y) = y*(1-y)*-*/B(a-1,b) 24b
En que B(a,b) es la funcion Beta definida por :
B(m,n) = Il s*-'(1-g)""'ds 25
Asi la fdp buscada es : °
f(y) = y*-*(1-y)*-*'/B(a,b) a=anT 26

b=A8"
En lo sucesivo se haréd referencia a f como distribucién

Beta (vease fig. 4).




