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RESUMEN

En esta tesis se estudid el efecto de la temperatura
sobre la actividad del canal de X' activado por cCa¥, de
membranas purificadas del reticulo sarcoplasmico de misculo
esquelético de la rata. Este canal fue reconstituido en un
sistema de bicapas planas de fosfolipidos. El objetivo de
estos experimentos fue evaluar los cambios en la entropia y
entalpia para el proceso de abertura y cierre como también
para el proceso de conduccién de potasio. Al evaluar el
proceso de abertura y cierre, se muestra que la abertura va
acompanada de un aumento en la entropia del canal. Se propone
que la cinética de abertura y cierre es una consecuencia de
la dinémica de despliegue parcial y repliegue de una a-hélice
asociada a la compuerta del canal.

Considerando el proceso de conduccion de potasio, se
muestra evidencia de gue este proceso es en esencia un
fendmeno de difusidén en el interior de la proteina, la cual
proporciona un ambiente fisicoquimico con caracteristicas que
semejan las existentes en el seno de la solucidn. En el rango
de temperatura estudiado, se demuestra que la entalpia de
activacion es constante y su valor es de 4,14 kcal / mol.
Este valor experimental es similar en magnitud a aquel
obtenido por Villarroel{1989), quién lo obtuvo haciendo un

ajuste a un modelo de barreras.
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ABSTRACT

Tn this thesis the effect of the temperature on the
[Ca?*]-activated potassium channel reconstituted in to planar
lipid bilayers was investigated. The aim of these experiments
was to evaluate the enthalpic and entropic contributions
associated to the gating and potassium conduction procesess
in this channel.

The results showed that the close to open transition
increases the entropy of the system. It is postulated that
the gating process is a consequence of the partial folding
and unfolding dynamics of an a-helix associated to the
channel activation gate.

Regarding the potassium conduction process, it is shown
that this is esentially a diffusion phenomenon in the protein
core. In all the temperature range studied the enthalpy of
activation is constant and amounts to 4.14 kcal/mol. This
energy is similar in magnitude to that obtained by
villarroel{1989) using a energy barriers model for to explain

the conduction data of this channel.




1,- INTRODUCCION

La termodinadmica es una disciplina de la fisica que
considera los flujos de energia asociados a los cambios de
estados de un sistema. Su valor radica en la capacidad de
predecir los probables estados de un sistema, conociendo la
magnitud y sentido de los flujos de energia, de manera
independiente del mecanismo que propicia esos cambios de
estado. E1 complemento necesario para la caracterizacion
completa del sistema, es la proposicion de un mecanismo (una
trayectoria) por el cual el sistema cambia de estado. Sin
Jugar a duda, ambas visiones deben ser coherentes en la
explicacién de los cambios de estado del sistema.

En una célula existen muchas formas de energia, cuyos
flujos son determinantes en la mantencion de su integridad
fisioldgica. En este contexto, los canales idnicos, que son
prote%nas integrales de membrana y que median el flujo pasivo
de iones a través de una bicapa de lipidos, tienen una
importancia fundamental, pues su estructura permite que una
forma de energia especifica (por ejemplo el impacto de un
fotén, tensidn mecénica, potencial eléctrico, la unién de un

neurotransmisor, etc.), permita o inhiba el flujo de iones

- impulsados por una gradiente electroguimica, la cual es otra

forma de energia que la célula utiliza en numerosos

mecanismos de respuesta celular.
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Visto asi, los canales idnicos son transformadores

(transductores) de energia y una pregunta relevante, es como

realizan esta transformacidn. Vale decir, una pregunta acerca

del mecanismo gue de cuenta de la magnitud y sentido del
flujo de iones (proceso de conduccibén idnica) y por otro
lado, una pregunta acerca del mecanismo que considere cuales
son 1los cambios inducidos en la proteina, debido a un
estimulo (energia) especifico, los que a su vez determinan
que el canal idnico conduzca (estado abierto) o no (estado
cerrado) iones.

Un cambio conceptual dirigido a responder ambas
preguntas, ha ocurrido desde el momento gque fue posible
reconstituir en un sistema artificial de bicapas planas de
lipidos la actividad de estas proteinas naturales. Del
cimulo de evidencia experimental en diferentes tipos de
canales idnicos, provenientes de diversos tipos de membranas,
se han elaborado modelos particulares que responden las dos

preguntas acerca de los procesos involucrados en el mecanismo

de transduccion de energia.
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1.1.— Naturaleza de los modelos de abertura v cierre v de

conduccidon de un canal idnico genérico.

El método de reconstitucién en bicapas planas de
lipidos, permite tomar una muestra estadistica ,de 1la
actividad de wun canal 1idnico, midiendo los cambios de
magnitud y sentido de los flujos idnicos, debido a la
aplicacién de un potencial eléctrico y en otras
circunstancias un factor modulador (v.gr. un agonista),
condiciones que simulan los cambios que ocurren en una
membrana bioldgica.

Considerando el proceso de conduccion idnica, el
paréametro experimental relevante de este muestreo es 1la
conductancia, que es simplemente la razon entre la magnitud
de la corriente medida y el potencial eléctrico aplicado a
través de la bicapa.

Una estrategia que ha resultado Util para describir el
proceso de conduccién idnica, ha sido el de hacer un ajuste
estadistico de la relacién corriente vs potencial
experimental, con una relacién corriente vs potencial tedrica
(ver Alvaresz y cols, 1991). Esta relacidén teodrica es
construida a partir de la simulacidén de un modelo fisico, el
que considera que la travesia de un ién por el poro acuoso
de un canal, en un régimen estacionario, es descrita por
saltos de éste, a sitios donde la energia libre es un minimo

local. La ubicacidn de estos sitios son consecutivos en la
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direccidn del eje del poro. Cada vez gue el ion realiza un
salto exitoso desde un sitio a otro sitio, lo realiza
sobremontando una barrera de energia libre (Hille y Schwarz,

1978). Este enfoque llamado de barreras de energia, tiene dos

_ventajas sustanciales:

1) La referencia a las estructuras quimicas involucradas en
la interaccidén del idén, con dominios especificos del canal,
son simplemente descritas como variaciones de la energia
libre en el lugar donde ocurre la interaccidn.
2) Cada vez que un ion ocupa un sitio diferente dentro del
canal, es caracterizado como un cambio de estadoc (estado de
ocupacion del canal).

Estas suposiciones, permiten describir el proceso de
conduccidn de iones en un régimen estacionario, como cambios

de estados del canal y la transicidn entre los diferentes

estados conductores posibles de un canal, quedan descritos

por constantes de rapidez de primer orden que conectan estos
estados.

Aparte de tomar una muestra de la magnitud del flujo de
iones, el registro de la actividad de un canal unico, permite
tomar una muestra estadistica de la duracidn que un canal
iénico permanece en el estado conductor, como también el
tiempo que permanece en el estado que no conduce iones. El
proceso de abertura y clerre de un canal caracterizado por

las fluctuaciones entre ambos estados, depende de la magnitud
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3% especificidad del estimulo. Cuando éste no varia en el

- tiempo, se ha demostrado que la cinética de apertura y cierre
es un proceso al azar.

Suponiendo que los estados abierto y cerrado de un
canal, corresponden a dos configuraciones distintas de la
proteina, cada estado del canal puede ser descrito como la
residencia de una "compuerta" en un minimo de energia libre
local, del conjunto de estados configuracionales posibles de
un canal idnico que llevan a ambos estados observables.
Entonces, la transicidén entre ambos estados puede ser
descrita por constantes de rapidez de primer orden que
conectan ambos estados. Como se menciond anteriormente, la
cinética de apertura y cierre de un canal es un proceso al
azar, siendo el tiempo de residencia en unc u otro estado,
una variable aleatoria. Al hacer una distribucidn estadistica
de los tiempos de residencia en un estado particular, es
decir al hacer un histograma del numero de veces ( eventos )
que el canal permanecidé un determinado tiempo (t, £ t < t, +
§t) en un estado, se ha demostrado experimentalmente que el
nimero de eventos disminuye, en la medida que se consideran
en el histograma tiempos de residencia mas largos. Esta
distribucidn disminuye exponencialmente y queda caracterizada
por el nimero de eventos y el tiempo de residencia promedio

_tau (la vida media en ese estado)}. Si la energia libre del

estado cerrado, es menor que la del estado abierto, entonces
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se puede decir que esa configuracidn es mas estable y la vida
media tau del estado cerrado, serd mayor gue la vida media
tau del estado abierto. Si el nimero de veces que el canal
transita al estado abierto aumenta, entonces el tiempo
promedio tau de residencia en el estado cerrado disminuye.
Bsto, dicho de otra manera significa que la rapidez de 1la
transicidén desde cerrado hacia abierto aumenta. Formalmente
se ha demostrado que en el caso de un estado cerrado y un
estado abierto, la constante de rapidez para la transicidn
desde el estado cerrado al estado abierto, en un régimen
estacionario, es exactamente el inverso del tiempo promedio
de residencia en el estado cerrado. Lo mismo es cierto para
el proceso inverso (Colquhoun y Hawkes, 1983).

La caracteristica del modelo para la conduccidon de
iones, como también del modelo para la cinética de abertura
y cierre, es que un canal puede tener diferentes estados,
donde cada estado representa un minimo local de la energia
libre y la transicion entre estados diferentes, queda
definido por un conjunto de constantes de rapidez que

conectan estos estados.




1.2.— Un canal idnico visto como un sistema termodinamico.

Los modelos «cinéticos como son los mencicnados
anteriormente, son hipdtesis acerca de un mecanismo de
funcionamiento de los procesos de conduccidn y de la cinética
de abertura y cierre. Para un canal idénico en particular,
estos procesos son dependientes de un conjunto de variables.
Por ejemplo la concentracion de iones, el potencial de
membrana, la concentracién de un agonista, la composicidén de
lipidos de 1la membrana, etc. Un modo independiente de
fundamentar o modificar los modelos propuestos, es realizar
un estudio termodinadmico de un canal idnico pues como se
ménciond, nos permite entender los estados de un sistema de
modo independiente del mecanismo estudiado. Esta uUltima
asercidén, constituye el punto de partida de esta tesis.

El método de reconstitucidon en bicapas planas de
lipidos, de canales idnicos provenientes de membranas
bioldégicas, brinda la posibilidad de realizar este tipo de
estudios, pues permite mantener bajo rigurosc control la
concentracién de iones, el potencial transmembrana, la
concentracidn de agonistas, la composicion de lipidos de la
membrana y, fundamentalmente, permite el estudio de una
proteina Gnica inserta en la bicapa de lipidos. Esta Ultima
condicidn experimental, es extraordinaria, pues no existe
otra metodologia que pueda brindar tal accesc al control de

las condiciones experimentales para estudiar el
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comportamiento de una proteina de membrana. La otra variable
que puede ser controlada es la temperatura, y ésta es una

variable termodinamica.
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1.3.— E1 canal de potasio activado por calcioc, ubicado en el

+(bulo +transversal del masculo esquéletico, como modelo

experimental.

El canal de potasio activade por calcio, es un canal muy
selectivo para el ion potasio y el proceso de conduccion de
este ion es muy eficiente ( 230 pS en 100 mM KCl ), estando
apenas por debajo de la difusidn libre del potasio en
solucién ( =~ 300 pS (Hille, 1984)). E1l estimulo que
estabiliza el estado conductor de iones, es la union del ion
calcio a la proteina. Este estimulo, sdlo es efectivo en un
polo del canal el cual es definido como el lado intracelular.
La estabilidad del estado conductor, a un potencial eléctrico
constante, es una funcidn de la concentracidon de calcio, Por
otro lado a una concentracidén de calcio constante, la
estabilidad del estado conductor vista como la fracciodn de
tiempo que el canal permanece abierto, aumenta al aplicar
potenciales despolarizantes con respecto al lado sensible al
calcio. Esta curva de activacién, se desplaza hacia valores
negativos del eje de potencial, al aumentar la concentraciodn

de calcio.
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1.4.- El proceso de abertura v cierre en el canal de X'

activado por calcio.

Ccon el propésito de elaborar un modelc para la cinética
de abertura y cierre, considerando su dependencia por el ion

calcio y el potencial, Moczydlowski y Latorre (1983),

" demuestran dos hechos de singular importancia :

1) Las constantes cinéticas asocliadas al cambio de
configuracidn de abertura y cierre del canal, no dependen del
potencial eléctrico.
2) La unidén de calcio a un sitio en un dominio regulador de
la proteina, es dependiente del potencial eléctrico.

Estos dos resultados tienen las siguientes
consecuencias:
1) La transicidén entre los estados abierto y cerrado, no
ocurre por movimiento de "particulas cargadas", como es el
caso comin de aquellos canales dependientes Unicamente de
potencial.
2) Es posible separar (al menos conceptualmente) dos dominios
distintos en la proteina, un dominio receptor de calcio, y un
dominio de la cinética de apertura y cierre del canal.
3) La unidén de calcio al canal, es dependiente del potencial
aplicado indicando que los sitios de unidén a éste, se

encuentran en una regién en el interior de la proteina.
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1.5.— E1 proceso de conduccion de iones en el canal de K*

activado por calcio.

Con el propdsito de entender como es el procesc de
conduccién idnica, en este canal muy selectivo para potasio
y de gran capacidad de transporte, Eisenman (Eisenman et al,
1986) estudiaron este proceso evaluando la conductancia en
funcidén de la concentracién de analogos del i1on potasio
(v.gr. amonio, rubidio) y también realizaron experimentos de
competencia entre el ion potasio y estos andlogos. La
demostracién mas notable de estos experimentos de
competencia, es que la curva de la conductancia del canal, en
funcidén de la fraccidn molar del analogo (que es conducido
menos eficientemente), no disminuye mondtonamente al aumentar
la fraccidn molar de este (Gltimo, sino que existe un minimo
para el valor de la conductancia, a una fraccion molar
particular del anadlogo. Este fendmeno, denominado efecto
anémalo de la fraccién molar (Hille, 1984), sugirid que
durante el proceso de conduccién, los iones interactdan entre
si. Dicho de otro modo, el canal puede acoger en su via de
conduccién, mas de un ion simultaneamente. villarroel, en su
tesis de Doctorado (Villarroel, 1989), modela el proceso de
conduccion utilizando un modelo de barreras de gnergia libre.
El elabord un modelo particular que tiene tres barreras y dos
pozos (sitios de residencia de un ion), permitiendo que los

dos sitios puedan ser ocupados simultaneamente. La
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interaccién entre iones la modeld como una simple repulsidn
electrostatica. Un refinamiento posterior, el cual le
permitid describir la conduccidn idnica a concentraciones muy
bajas de potasio, consistid en suponer gue en cada entrada de
la via de conduccidén existe una distribucidn de cargas
negativas,

Este canal ha sido sujeto a una intensa investigacidn
(Vergara y Latorre, 1983; villarroel, 1986; Cecchi y cols.
1986 y 1987; Oberhauser, 1987; Alcayaga, 1987), donde la
caracterizacidén de ambos procesos es bastante detallada. Es
por estas razones, que en el presente trabajo se ha escogido
al canal de potasio activado por calcio como un excelente
modelo experimental para realizar este estudio termodinamico.

El aporte de esta tesis, es el estudio de las
propiedades antes descritas, wutilizando como una nueva
variable independiente, los cambios de temperatura. Es decir,
aprénder cémo es el comportamiento del canal al modificar la

energia interna de esta macromolécula.
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2.~ METODOS

El trabajo realizado en esta tesis, se puede dividir en
tres etapas:
1) Incorporacidon del canal de K' activado por ca®* en la
bicapa de lipidos.
2) Experimentos de variacion de la temperatura.
3) Anadlisis de la actividad del canal de K' activado por Ca®

al variar la temperatura:

2.1.—- Incorporacion del canal de K' activado por Ca* en la

bicapa de lipides.

2.1.1.—- Purificacidon de vesiculas del tubulo transversal.

El método utilizado, es una modificacion de aguel
reportado por Rosemblatt y colaboradores(1981).

2.1.1.1.— Etapa preparativa.

Los musculos de las patas de 4 ratas fueron disecados,
eliminando tejido adiposo y conectivo. Posteriormente se
desmenuzd con una picadora de carne (Moulinex). A través de
todo el procedimiento, se usd una solucidn tampdn base de la
siguiente composicién : Tris-Maleato 20 mM a pH 7,0 (Sigma
Chem), a la cual se agregd, dependiendo de la etapa del
proceso diferentes solutos segun se especifica.
Aproximadamente 100 gramos de tejido, fueron suspendidos en

400 ml de la solucidn base que ademas contenia KCl 100 mM
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(p.a. Merck) y los siguientes inhibidores de proteasas :
benzamidina 400 uM (Fluka), pepstatina 1lpg/ml (Fluka),
leupeptina 1 pg/ml (Fluka), Fluoruro de Fenil-Metil-Sulfonilo
(PMSF, Sigma Chem) 100 pM. Se homogeneizd en una juguera
(Warren Blendor) a bajas revoluciones por 30 segundos y luego
por 15 segundos a altas revoluciones. Con el propdsito de
eliminar restos de tejido y material no deseado, el
homogeneizado fue centrifugado en una centrifuga Sorvall
(modelo RC2~B) con un rotor GSA, por 30 minutos a 8.000 rpm.
El sobrenadante fue separado y el sedimento fue resuspendido
en la misma solucidn inicial y vuelto a centrifugar en las
mismas condiciones previas. Terminada esta centrifugacidn,
ambos sobrenadantes fueron reunidos y se agregd KCl soélido,
hasta una concentracion final de 600 mM. Este aumento en la
fuerza idnica, tiene como propdsito solubilizar las proteinas
asociadas con la contraccion muscular.
El sobrenadante fue centrifugado por 1 hora a 29.000 rpm
en una ultracentrifuga Beckmann (modelo L) con un rotor 30.
Las membranas sedimentadas fueron resuspendidas en la
solucién de base para eliminar proteinas solubles y KCI1,

siendo nuevamente centrifugadas en las mismas condiciones

anteriores.
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2.1.1.2.— EBtapa analitica.

Un volumen de membranas fue resuspendido suavemente con

un homogeneizador vidrio-vidrio, agregando lentamente 3

" yvolumenes de la solucion base que, ademés, contenia sacarosa

300 mM (p.a.Merck). Estas fueron depositadas encima de un
tubo gque contenia en orden ascendente, los siguilentes
voliimenes de una solucidén de sacarosa disuelta en la solucidn
base : 9 ml sacarosa 37 % (p/v), 10 ml sacarosa 27,5 % (p/v),
10 ml sacarosa 25 % (p/v). Las membranas fueron centrifugadas
por 12 horas en un rotor SW 25 a 22.000 rpm en una
ultracentrifuga Beckmann modelo L.

De las fracciones de membranas separadas por esta
centrifugacién en gradiente discontinua, se colectd
cuidadosamente la fraccidn que se deposito en la interface
25% - 27,5% (p/v) de sacarosa. Esta fraccion corresponde a
vesiculas del tibulo transversal del sistema de membranas del
reticulo sarcoplasmico. Estas vesiculas fueron resuspendidas
en la solucién base y sedimentadas por centrifugacidén a
29.000 rpm en un rotor 30. Un volumen de las nembranés
concentradas fue homogeneizado y resuspendido cuidadosamente
con un homogeneizador vidrio-tefldén en 2 volimenes de
solucion de base.

En un bafio de hielo carbonico y acetona, se congelaron
abruptamente alicuotas de 30 pl, siendo almacenadas hasta su

uso posterior a -80 °C.
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La concentracidén de proteinas se determind usando el
método de Lowry y fue en promedio 1 mg/ml.

El procedimiento de preparacion de las vesiculas, se

realizé a una temperatura de 0 - 4 °C.

2.1.2.- La camara de reconstitucidén v control de 1la

temperatura.

En un blogue de cloruro de polivinilo se perforaron dos
cilindros de 2 cm de diametro, los cuales se intersectan por
uno de sus lados. Las paredes del bloque fueron labradas
hasta dejarlas de un espesor de 2 mm. A un lado de cada
cavidad se perford un cilindro de 0,5 cm de diametro, cuya
funcién fue hacer de receptaculo de los electrodos. Al
momento de cada experimento la camara fue ubicada en un
blogue de bronce, por cuyo interior se hizo circular agua a
diferentes temperaturas. El diserio del blogque y la camara
permitié que la superficie de intercambio de calor entre el
agua y la solucion dentro de la cémara fuera buena para el
proposito de enfriar la solucién de la camara.

Con el propdésito ulterior de agitar la solucidn de ambos
compartimentos, se ubicaron dos imanes bajo el bloque
separados entre si por 2 cm., éstos se hacian girar con un

motor eléctrico pequerio.

2.1.3.- Bl soporte de la bicapa artificial de fosfolipidos.

Antes de cada experimento, se ubicO entre las cavidades

mayores una pelicula de tefldn de 17 pm de espesor, la cual
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tenfia wuna perforacién hecha «con un sacabocado de
aproximadamente 350 um de diametro. El perimetro de esta
perforacion fue pulido haciendo pasar un arco voltaice. Esta
pelicula, hizo de soporte de la bicapa de lipidos y ademas
permitié aislar eléctricamente ambos compartimentos, al
momento de formarse la bicapa.

2.1.4.~ Electrodos reversibles de Ag / AgCl.

Dos trozos de 5 centimetros de largo y 0,8 mm de
didmetro, de alambre de plata, fueron pulidos con una lija
fina y limpiados con cloroformo. Uno de los extremos de cada
alambre fue enrollado comc hélice y se limpid nuevamente. Las
hélices de ambos alambres fueron sumergidas en una solucion
de HCL 100 mM. Estos hicieron de anodo, por donde se hizo
circular una corriente positiva de 10 mA por 10 minutos, el
catodo fue un alambre de platino. Asi fueron elaborados 2
electrodos reversibles y similares de plata/cloruroc de plata.

2.1.5.— Estimulacidén de la bicapa v reqistro de la actividad

- eléctrica del canal.

La esencia de los experimentos aqui descritos consiste
en crear una diferencia de potencial eléctrico entre ambos
compartimentos de la camara de reconstitucion Y
simultaneamente registrar el flujo de ilones inducidos por
este estimulo. La descripcidn y funcionamiento del sistema de
registro de canales uUnicos, es fundamentalmente el descrito

en Alvarez y colaboradores (1985).

o ———
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En la figura 1, se muestra un diagrama de flujo de la
informacién contenida en un experimento.

El médulo a (ver figura 1), corresponde a un estimulador
de dos modalidades. En una modalidad, aplica reiteradas veces
via un electrodo, un pulso de +5 mV de amplitud y 1
milisegundo de duracidn. Su funcidn es verificar y calibrar
la formacidn vy. tamado de la bicapa de fosfolipidos
respectivamente.

En el otro modo de funcionamiento, aplica un nivel de
potencial constante cuya magnitud y duracion son determinados
por el experimentador. El intervalo de potenciales posibles
es de -100 mv hasta 100 mV.

El estimulo, es aplicado en un compartimento definido
come lado ¢is, y la magnitud y polaridad, son relaciocnados a
un potencial de referencia o tierra virtual.

El modulo b es un ingenio cuya tarea consiste en
convertir la corriente que pasa a través de la membrana en un
voltaje, cuya magnitud y la polaridad es proporcional a un
factor de calibraciodn.

El disenio de este conversor corriente-voltaje, esta
basado en un amplificador operacional de bajo ruido y gran
rapidez de respuesta (OPA 101, Burr Brown). En esta
configuracidén la entrada inversora, estd conectada
directamente al electrodo reversible y la otra entrada esté

conectada al potencial de referencia del sistema. Esta
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configuracidén determina que el compartimento conectado al
conversor de corriente a voltaje, definido como trans, esté
permanentemente al potencial de tierra virtual.

La corriente originada en trans fluye por el electrodo
reversible y circula a través de una resistencia de
retroalimentacion ( R; ) de 10°% ohm, generando a la salida del
amplificador un potencial V = - I ., X R¢.

Con el propdsitoc de evitar interferencias eléctricas
espireas, la céamara de reconstitucién y el conversor
corriente-voltaje estidn en el interior de una jaula de
FParaday de aluminio. La fuente de alimentacidn eléctrica
fueron dos baterias de 6 volts, de 2 Amperes/hora.

El mdédulo ¢, recoge la sefial originada por el conversor
corriente-voltaje y afiade una etapa de amplificacidn de 3
ganancias seleccionables de 1 mV/pA, 10 mV/pA, 100 mv/pa
respectivamente.

Un efecto no deseado de la conversion de corriente a
voltaje es la disminucién del tiempo de respuesta, originado
por un elemento capacitivo intrinseco de la resistencia de
retroalimentacidén. Esta situacidén puede ser mejorada usando

un circuito compensador de frecuencias, cuya propdsito

" consiste en aplicar de manera analdgica, la funcidn

matematica de la derivada a la sefial proveniente de las
etapas anteriores. La forma de esta derivada es la de una

exponencial, la cual es sumada a la seflal original. Esta
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operacidn tiene por efecto aumentar la resolucidén temporal de
la serial obtenida.

El mddulo d, tiene por funcién almacenar en un medio
magnético, la senial amplificada y corregida. Esto se realiza
usando el método de modulacidn de pulso codificado (PCM), que
significa codificar un valor de voltaje analogico en un
nGmero binario vy este 1ltimo modularlo en frecuencia
(FM). Este proceso fue realizado con un procesador de audio
Technics (modelo SV-100) el cual tiene una frecuencia de
muestreo de 44 kHz, con una resolucion de 14 bits. El
procesador de audio fue modificado por el Dr. Osvaldo Alvaresz
y el sefior Juan Espinoza, con el proposito de obtener un
intervalo de respuesta desde DC hasta 20 kHz. La sefial asi
transformada, es almacenada en una cinta por una grabadora de
video Panasonic {(modelo NV-G18PX) hasta el momento de
analisis.

Simultaneamente a esta operacidn, la actividad eléctrica

es visualizada en un osciloscopio.




Figura 1.

Diagrama de flujos de la obtencidn de datos.

21

REGISTRO VCR Grabacién
I v r I V v
I —> PCM Osc,
7 >
i '
Estimulador Cémara  Conversor I/V  Amplificador
ANALISIS
PCM fie 1>t Ap > so28s —>{ pATOS
VCR Osc.

' Reproduccidn




22

2.1.6.- La formacion de la bicapa de fosfolipidos.

En cada experimento, se utilizo fosfatidiletanolamina
(PE) de cerebro de bovino (Avanti Polar Lipids). Tipicamente,
desde un stock de 25 mg/ml de PE en cloroformo, se tomd una
alicuota de 20 pl, a la cual se le evaporo el solvente bajo
una corriente suave de nitrdogeno, en un frasco coénico. Una
vez evaporado el cloroformo, se agregd 40 pl de n-decano como
solvente. La concentracién final fue de 12,5 mg/ml.

Antes de cada experimento, la pelicula de tefldn fue
montada entre los compartimentos de la cémara, adheriendo la
pelicula a la cémara con silicona. La perforacion de ésta fue
pintada con los fosfolipidos y el solvente fue evaporado.

Al momento del experimento, ambos compartimentos fueron
llenados con una solucidn de MOPS-KOH 10 mM a pH 7,2. Cada
receptaculo de electrodo fue llenado con KCl 3 M y los
electrodos fueron puestos en éstos. Cada compartimento fue
unido eléctricamente con un puente de agar hecho con una
micropipeta de 100 pl, la cual estaba llena con agar 2% (p/V)
en KCl1 3 M. Luego se procedid a "pintar" la abertura en el
tefldén, con una varilla de vidrio mojada en los fosfolipidos.
Usando el estimulador en la modalidad de pulso y con el
amplificador con ganancia 1 mV/pA, se procedid a estimular la
bicapa. El éxito de este procedimiento, se visualizd como una

disminucion abrupta del- potencial hasta el nivel de

- —
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referencia. La formacién de la bicapa se visualizd como un
aumento paulatino del tamafio de la respuesta de la bicapa al
pulso de voltaje (es decir la carga y descarga de un
condensador). Se considerd que la bicapa estaba formada por
comparacién con la respuesta de un condensador de 250 pF. Si
la bicapa permanecia estable, vale decir no aumentaba ni
disminuia de tamafilo por al menos 5 minutos, entonces se

procedia con el experimento.

2.1.7.—- Protocolo de fusidn de las vesiculas del tdbulo

transversal.

Una vez formada la bicapa, se agregd al compartimento
cis un volumen de KCl1 3 M necesaric para tener una
concentracidén final de KCl 100 mM. La misma operacidn se
realizé para tener una concentracidn de CaCl, de 30 uM. La
adicién sistematica de calcio al lado cis, se debe a que
generalmente el dominio de requlacién por calcio, queda
orientado hacia este compartimento. Este fendmeno ocurre
porque un gran porcentaje de la poblacidon de vesiculas se
sella con la misma orientacidn, es decir el dominio regulador
estd orientado hacia el interior de la vesicula.

En estas condiciones de gradiente osmdtica, se agregd 5
pl de la preparacién de vesiculas, se agitdé la soluciédn,

haciendo girar en cada compartimento, una barra imantada

cubierta de teflén.




para tener una concentracion final de KCl1 100 mM.
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La incorporacién de un canal en la bicapa, se visualizo
como una aparicidén de fluctuaciones de la sefal entre dos
niveles discretos de potencial. Después de algunos momentos
de verificacidén de la estabilidad de la incorporacidn del

canal, se afnadid al compartimento trans KCl 3 M necesario

P R
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2.2.~ Bxperimentos de variacién de la temperatura.

2.2.1.~ Cambios de la temperatura.

Esencialmente, estos experimentos consistieron en
realizar un procedimiento experimental a 3 temperaturas:
25°C, 15°C, y una temperatura intermedia entre 10 y 5 °C. La
temperatura de 25°C, se obtuvo haciendo circular agua a esa
temperatura. Para bajar la temperatura a 15 grados, se hizo
circular agua a 10 grados, mientras se mantenia un registro
de la temperatura en el compartimento cis de la camara
experimental hasta que ésta alcanzara 15°C. Una vez alcanzada
esta temperatura se hizo circular agua previamente temperada
a 15°C. La temperatura reguerida se obtuvo en un lapso de 8
minutos aproximadamente. Para obtener una temperatura menor
de 10°C se hizo circular agua a 0°C, hasta alcanzar una
temperatura entre 10 y 5 °C. No siempre fue posible una
temperatura menor a 5°C, generalmente una temperatura de 7°C,
fue posible de obtener después de 15 a 20 minutos de hacer
circular agua. Una vez alcanzada la temperatura, se procedid
a registrar un segmento de experimento, después del cual se
verificé la temperatura con un teleterméometro ¥SI (modelo
43TD con una termocupla ¥SI 400, el error de la medida fue de
£ 0,5°C). En contadas ocasiones, fue posible verificar una
deriva de la temperatura de alrededor de 1 a 2 °C, si asi
sucedid, se descartd ese registro y se repitidé el segmento

experimental. Después de cada registro, se hizo circular agua
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nuevamente, agitando la solucién de ambos compartimentos y
verificando la temperatura.
También se observd que el pH de la solucidn varid desde
7,2 a 25 °C hasta 7,0 a 5 °C. No se intentd corregir este
cambio, dado que el efecto de pH sobre este canal, se
verifica a cambios mucho mayores que 0,2 unidades de pH
(Laurido, 1990).

2.2.2.- Experimentos de conductancia.

En estos experimentos se colectd la actividad del canal
a diferentes potenciales desde un rango de -60 mV hasta

+60 mV. En los experimentos reportados, solo se estudia la

“ propiedad de conduccidn idnica en una solucidn de KCl 100 mM,

por considerar que es la situacién experimental mas simple
para evaluar el modelo de conduccion idnica considerado.

2.2.3.— Experimentos de activacidn vpor calgio y por

potencial.

En estos experimentos, se hicieron largos registros (3
a 6 minutos) de la actividad del canal a diferentes
potenciales, en un rango de -60 a +60 mV, a una concentracidn
fija de calcio (usualmente 30 zM O 100 uM).

2.2.4.- Experimentos del efecto de la concentracion de calcio

sobre la cinética de abertura vy cierre,

Estos experimentos se realizaron a un potencial
constante de +40 mv variando la concentracidn de calcio,

desde 20 pM hasta 120 pM. Se tomaron largos registros, con el

v
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2.3.— AnAlisis de la actividad del canal de K' activado por

Ca®* a diferentes temperaturas.

2.3.1.— Muestreo de los datos.

El registro de la actividad del canal de K' activado por
Cca?*, fue transferido a un computador como lo indica la figura
1. La sefial fue transferida a un filtro pasa bajas de
respuesta de Bessel de 8 polos (Frequency Devices, modelo
902) a una frecuencia de corte nominal de 1 kHz. La seiial
filtrada fue tomada por un conversor andlogo-digital, el cual
muestreé a una frecuencia de 10 kHz. Estos valores fueron
transferidos a la memoria de acceso directo de un computador
basado en la cpu 80286, y escritos secuencialmente en un
medio magnético. Este procedimiento, fue realizado con un
programa creado por el Dr. Osvaldo Alvarez.

2.3.2.— Tabulacion de los datos.

Un registro de canal unico, proporciona dos tipos de
datos: la magnitud de la fluctuacion de corriente, entre el
estado abierto y el estado cerrado y una secuencia del tiempo
de residencia en cada estado.

Se usdé un programa que permitid visualizar un registro
particular, y dados unos parametros de calibracidn, permitio

obtener estos datos.

L e
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2.3.3.— Relacidn corriente vs. potencial v calculo de la

conductancia.

De un registro de actividad a un potencial dado, se
escogid un segmento de 1 segundo de actividad y se construyo
un histograma de amplitudes de corriente. Se tomd el promedio
de cada distribucidén (abierto y cerrado) y la diferencia
entre estos promediocs, se considerd como la corriente
unitaria a ese potencial. Se repitio este procedimiento para
cada potencial de un experimento, obteniéndose asi la
relacién I vs. V. La conductancia fue calculada como la
pendiente de una regresion lineal a los puntos
experimentales.

2.3.4.— Secuencia de tiempos de residencia en el estado

cerrado v el estado abierto.

Para tomar este tipo de datos fue necesario utilizar un
criterio para determinar cuando un canal esta en el estado
abierto o en el estado cerrado., Un criteric valido, el

umbral., es considerar que un canal cambia de estado cuando el

__valor de la fluctuacidon de corriente, alcanza la mitad del

valor de la corriente unitaria. Asi, tomando como punto de
partida un estado abierto y utilizando un algoritmo de
bisqueda de transiciones, se evalud cada punto consecutivo
(100 ws), hasta que el valor de corriente llegaba al umbral.
Cuando esto ocurrid, se sumd el tiempo total en ese estado,

se didé por terminada la residencia del canal en ese estado y
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el proceso se repitid para el estado siguiente. De este modo
se construyé un archivo secuencial de la duracion de eventos

de abertura y cierre del canal.

5.3.5.- Delimitacidn de la ventana temporal de observacidn.

En esta tesis, por simplicidad, se escoge observar todos
jos estados cinéticos del canal asociados a la abertura y
cierre, que duren al menos un milisegundo. Para ello, fue
necesario reelaborar cada uno de los archivos con la
secuencia de eventos, haciendo una correccidén de la duracidn
de cada uno de los tiempos de residencia debida a la
eliminacién de aquellos eventos menores gue un milisegundo.
Asi, el nuevo archivo contiene la secuencia de eventos

corregidos.

2.3.6.~ Estimacidén del tiempo promedio abierto y tiempo

promedic cerrado, suponiendo que el canal tiene dos estados

de conductancia.

El modelo mas simple para 1la cinética de abertura ¥y
cierre, es suponer gue el canal, tiene un estado abierto y un
estado cerrado, donde la transicién entre estados, queda

descrita por el siguiente esquema cinético :

oL
Abierto ——— Cerrado

donde ambas constantes cinéticas son dependientes de

potencial.
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El registro de la actividad del canal, es una lista de

n elementos, donde cada elemento del estado abierto (o

cerrado) i, tiene una duracidn t,; (o t,;). EL tiempo promedio

en cada estado se calculd como sigue :

tau, = (1)

La probabilidad de abertura P, , fue estimada de la

-}

siguiente manera :

'!:aua

P = A (2)
tau, + 'tauc

2.3.7.- Curva de probabilidad de abertura.

La fraccién de tiempo abierto en funcidn del potencial
fue ajustada con la expresion siguiente :
1

P = (3)
1+ exp[—nF(V-Vms)/RT]

donde n, es el nimero de particulas eléctricas cargadas que

se mueven durante la transicidén cerrado a abierto, y V,, es
el potencial al cual P, = 0,5, son los parametros ajustables

que describen la curva.
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2.3.8.- Distincién de los estados cinéticos del canal.

Como criterio de distincidn de los estados cinéticos del

- canal se supuso que cada componente cinético, tiene una

distribucidn exponencial de los tiempos de residencia. Por lo
tanto para visualizar y calcular los parametros que describen
esta distribucidén (area bajo la curva y tiempo promedio), se
construyeron histogramas del nimero de eventos con duraciodn
t, £ £t < t, + ét, donde & tiene una progresién logaritmica
(Sigworth y Sine, 1987). Cada histograma, fue ajustado usando
un algoritmo de biisqueda de pardmetros que ajusta una funcién
de densidad de la probabilidad compuesta por la suma de una
o varias distribuciones exponenciales. El criterio utilizado
para el ajuste a las distribuciones experimentales
construidas, fue la maximizacién del logaritmo de la funcion
de verosimilitud. El programa que se uso fue desarrollado
por el Dr. Osvaldo ALvarez.

2.3.9.— Estimacion de los cambios de entalpia v entropia de

activacion.

La conductancia y las constantes de rapidez que
caracterizan a los estados cinéticos del canal, en funcidn de
la temperatura, fueron ajustados a la ecuacidn de Eyring.
Esta ecuacién relaciona a una constante cinética para la
transicién entre un estado j y un estado i, con los cambios

de entropia y entalpia del estado de transicidn. La expresidn

‘utilizada para ajustar los datos a diferentes temperaturas

T ACLES
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fue la ecuacidn de Eyring en una forma lineal :

kT AS AH

B act

t
In k; Ln + ” -

{4)
H h R RT

Se grafica el logaritmo de la constante cinética vs. el
inverso de la temperatura, la grafica resultante es una
grafica de Arrhenius. Esta representacion de los datos nos
permite obtener una estimacidén de los cambios de la entropia
y la entalpia de activacidn, dado un conjunto de constantes
de rapidez experimentales estimadas a diferentes
temperaturas. El valor estimado de los parametros se realizd
haciendo un ajuste a esta ecuacidn, usando un programa de

ajuste no lineal (NFIT).

——
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3.— RESULTADOS

3.1.— Efecto de la temperatura en el proceso de abertura v

cierre en el canal de XK' activado por Ca¥.

En la figura 2, se muestran registros tipicos de la
actividad del canal de K' activado por ca®* obtenidos a un
" potencial de +40 milivolts a tres temperaturas diferentes y
a una concentracién de calcio de 20 pM (a) y 80 @M (b).
A 20 M calcio, es posible observar que en la medida que la
temperatura disminuye, el tiempo de residencia en el estado
cerrado aumenta considerablemente. Por otra parte el tiempo
de residencia en el estado abierto solo es afectado
ligeramente, mostrandoc semejanzas a 7°C y 15°C. También es
posible observar que el nimero de eventos de abertura o
cierre, decrece notablemente con la disminucién de la
temperatura. La presencia de eventos de muy corta duracion,
es bastante menor gque aquella a 25°C. Otra caracteristica
- recurrente en una buena parte de los experimentos realizados,
es la observacién de cambios abruptos de ritmo del proceso de
abertura y cierre. Un ejemplo ilustrativo, es aquel indicado
por las flechas en el registro a 25 °C. Este fendmeno ha sido
observado a diferentes temperaturas.

Una observacidn hecha en este canal (Vergara y Latorre,
1983; Oberhauser, 1987; Laurido, 1989), es que al aumentar la

concentracién de calcio en el lado regulador, el tiempo de




35
permanencia en el estado abierto aumenta. De acuerdo con
estas observaciones, una comparacién del registro a una
concentracién de calcio de 20 uM con el obtenido a 80 uM a
25°C, muestra que la duracidn del estado abierto aumenta y la
duracién del estado cerrado disminuye.

Al considerar el comportamiento del canal en 80 uM de
calcio y a las diferentes temperaturas, es aparente que los
tiempos de residencia del canal en el estado cerrado y en el
estado abierto son mas prolongados en la medida que la
temperatura disminuye. Ademas, el canal a 7°C y 15°C
presenta el mismo patrén de comportamiento que a 25°C, vale
decir a + 40 mv la duracién del estado abierto es
consistentemente mayor gque la duracion de los estados
cerrados.

por Gltimo, debe notarse que la magnitud de la corriente
unitaria, decrece al disminuir la temperatura, fendmeno

tratado en la seccién sobre el proceso de conduccidn iones.

o ——
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Figura 2.

Efecto de la temperatura sobre la cinética de abertura y
cierre del canal de K* activado por Ca?.

Estos son registros de corriente de un mismo canal de K*
activado por Ca? incorporado en una membrana de PE (12,5
mg/ml) en donde la composicién de la solucion en el lado cis

y trans fue la siguiente: KCl 100 mM, MOPS-KOH 10 mM a un pH

. de 7,2. El potencial transmembrana aplicado fue de +40 mVv

durante todo el experimento. Estos registros fueron filtrados
a 1 kHz, con un filtro pasabajas de respuesta de Bessel de 8
polos y pasados a un computador a una frecuencia de muestreo
de 10 kHz.

El rétulo a indica el estado conductor y el rdtulo c el

estado no conductor de iones.

a.— Registro de 1,6 segundos de la actividad del canal
a una concentracién de calcio de 20 uM y a tres temperaturas,
como se indica. Las flechas indican el momento de los cambios

de ritmo de la cinética de abertura y cierre.

b.- Registro en las mismas condiciones que el anterior,

pero a una concentracion de calcio de 80 M.
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3.1.1.— Activacidn por potencial.

A la temperatura ambiente (21-23 °C), la fraccidn de
tiempo abierto en el canal de K' activado por ca® es una
- funcién sigmoidea del potencial. La figura 3 muestra dos
experimentos donde se examina la activacién por potencial a
diferentes temperaturas y a una concentracién de calcio de
30 uM. La tabla I, muestra el valor de los parametros
obtenidos al ajustar una distribucidén de Boltzmann, como se
describid en métodos (lineas continuas en la figura 3).

Una simple inspeccion de las curvas, indica un hecho ya
mencionado en otros trabajos (Oberhauser, 1987), esto es, el
canal de K* activado por Ca? es heterogéneo con respecto a su
sensibilidad al calcio. A una misma concentracidn de calcio
y a todas las temperaturas estudiadas la diferencia en el
valor de V, varia entre 10 mv (15°C) y 18 mV (25°C).

El rasgo mas aparente al disminuir la temperatura es un
desplazamiento de la curva de activacidén hacia potenciales
més positivos. Esto significa que a baja temperatura, es
necesario aplicar un potencial despolarizante mayor, para
obtener un valor de P, comparable al obtenido a una
temperatura superior.

Considerando nuevamente como criterio el valor de Vg,
la magnitud de este desplazamiento en ambos canales, es de

alrededor de 25 mV para una disminucion desde 25°C a 10°C.

Sin embargo, al comparar en un mismo experimento el
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efecto del potencial aplicado, sobre el nimero de particulas
cargadas que se mueven durante la transicidn cerrado a
abierto (el pardmetro n de la distribucidn de Boltzmann), no
se encuentra una diferencia que sea significativa, por lo

tanto no se puede decidir si la temperatura tiene un efecto

r

sobre este parametro.
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Figura 3.

Activacidn por potencial del canal de K* activado por ca®.

En esta figura se muestran dos experimentos donde se
graficd la fraccién de tiempo abierto (P,) vs. el potencial
transmembrana a una concentracidon de calclo de 30 uM. Para
ello se calculd el tiempo promedio abierto y cerrado de
registros de corriente a diferentes potenciales y
temperaturas. La fraccion de tiempo abierto a cada potencial
se calculd usando la ecuacidn 2.

L.os experimentos rotulados Sep 6 y Oct 5 fueron
realizados en las mismas condiciones experimentales descritas

en métodos. La secuencia de los cambios de temperatura fue

25-15-10 °C.




Fraccion de tiempo abierto.

Fraccion de tiempo abierto.

Calcio 30 uM.

1,00+

0,75+

0,50 +

0,25 +

0,00

25 grados @
15 grados 4
10 grados B

1,00 T

0,75+

0,50 1

0,25-

0,00

—

' oct 5.

-10 10
Potencial ( mV ).
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I

Tabla I.

curva de activacion.

Parametros descriptores de una distribucion de Boltzmann
para un canal de 2 estados, a una concentracion de

calcio de 30 uM.

Sep 6 Oct 5
|8
Vos n Vos n
25 °C 13,6 1,9 -4,3 1,5
15 °C 30,9 1,4 20,9 1,9

i0 °C 38,7 1,3 22,9 2,1
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3.1.2.— Efecto de la temperatura sobre los tiempos promedics

abierto v cerrado.

La fraccién de tiempo abierto, es un indice global del
comportamiento de la cinética de abertura vy cierre de un
canal y se puede considerar como un balance ponderado entre
el tiempo que permanece ablerto y el tiempo que permanece
cerrado.

Con el propésito de establecer un origen para el
desplazamiento de las curvas de activacidén, se estudid el
comportamiento del tiempo promedio abierto y el tiempo
promedio cerrado. La figura 4, €S una representacidén de esta
evaluacién en los experimentos que se describen en la
figura 3. En primer lugar los tiempos promedios cerrados y
abiertos, dependen de manera exponencial del potencial
eléctrico (la ordenada es un eje logaritmico). Sin embargo,
el rasgo mas sobresaliente de este analisis es la observaciodn
de que el promedio del tiempo que el canal permanece abierto,
es muy poco afectado por los cambios de temperatura (no hay
un desplazamiento apreciable de las rectas entre si). En
cambio, el promedio del tiempo cerrado a todos los
potenciales estudiados, aumenta segan la temperatura
disminuye (se aprecia un notable desplazamiento hacia tiempos
promedios mayores). Esta observacidn sugiere que el origen
del desplazamiento de las curvas de activacién, ocurre por un

efecto de la temperatura -sobre el tiempo promedioc que el

Avr e m—— g —— T
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canal permanece cerrado.

Si tratamos de obtener una representacion visual de este
efecto de la temperatura, recordemos la figura 2a, donde se
muestra un registro a una concentracion de calcio de 20 M ¥y
a un potencial de +40 mV. Se puede observar gque una

disminucidén de la temperatura aumenta la duracidén de 1los

- tiempos de residencia en los estados cerrados. En cambio la

duracién de los estados abiertos, aparentemente no son

afectados por un descenso en la temperatura.
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Figura 4.

Efecto de la temperatura sobre los tiempos promedios abierto
vy cerrado.
En dos experimentos ( Sep 6 y Oct 5 ) hechos a una

concentracidn de calcioc de 30 pM, se graficaron los tiempos

promedios abiertos y cerrados en funcidén del potencial

aplicado.

Los simbolos abiertos corresponden a los tiempos
promedios abiertos y los simbolos cerrados a los tiempos
promedios cerrados. La linea roja corresponde a 25°C, la

verde a 15°C y la azul a 10°C.




Tiempo promedio ( ms ).

Tiempo promedio ( ms ).

25°C abcl)crio cerr‘ado 30 uM Calclo.
15°C A A
10°C =] E —_p
1000,0 P
100’0 T
10,0 +
1’0 "'
1000,0 + : : + ; }
oct 5.
100,0 +
10,0 +
1,0+
-70 =50 -30 -10 10 30 50

Potencial ( mV ).
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3.1.3.- Efecto de la temperatura scobre la cinetica de

abertura y cierre.

Los experimentos anteriores, mostraron el efecto
conjunto de la variacién de la temperatura y del potencial
eléctrico sobre la probabilidad de abertura P

Una pregunta interesante de responder, fue averiguar
cual o cuales son las transiciones que muestran una mayor
dependencia de la temperatura. Para ello se analizaron los
tiempos de residencia en los estados abierto y cerrado, en
funcién de la temperatura y de la concentracidn de calcio. En
la figura 5 a y b, se muestra el analisis hecho en un
experimentc de reconstitucion , el cual representa el
comportamiento del canal de X' activado por ca?.

Se puede observar en cada grafico, que la distribucidn
de los tiempos de permanencia es mas ancha que lo esperado
para un sélo estado abierto y un sdlo estado cerrado.

Al considerar el efecto de la temperatura (a cada
concentracidén de calcio fija), se observa un aumento de los
tiempos cerrados y poco aumento de los tiempos abiertos.

Por otro lado, se observa para todos los valores de
temperatura estudiados, que el aumento la concentracidén de
Cca?* tiene por efecto un aumento de la duracion de los tiempos
abiertos y una disminucidén de la duracitn de los tiempos

cerrados.
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3.1.4.- La disminucidn de la temperatura hace mas lenta la

cinética de abertura y cilerre.

En las siguiente figuras ( Fig 5a-d@ ) se muestran los
resultados del ajuste hecho a los ?iempos de residencia a dos
concentraciones de calcio; en la tabla II se muestran los
valores de las constantes de tiempo para cada componente,
como también el nimero de los eventos del histograma que
representan.

Se observa que a 25 °C, el canal de X' activado por Ca%,
presenta cuatro componentes cinéticos, representadas en la
figura 5 por dos funciones de densidad de probabilidad (
lineas rojas y verdes ) cuyos picos son las constantes de
tiempo tau. En la medida que la temperatura disminuye a 15
°Cc y dependiendo de la concentracion de calcio, estos tiempos

promedios coherentemente aumentan de valor aungque en grado

"variable. Cabe hacer notar la aparicidn a esta temperatura de

un tercer componente mas rapido de tiempo cerrado a ambas
concentraciones de calcio. A 7 °C, la tendencia a un
desplazamiento a tau mayores persiste. Sin embargo, de manera
consistente se encuentra un tercer componente para la
distribucién de abiertos y cerrados, caracterizado por un
tiempo promedio de menor duracién. La aparicion de este
tercer componente, en la ventana temporal de observacion
escogida, no es sorprendente, dado que una prediccién de la

relacién de Eyring, es precisamente que la rapidez de una

A g — T
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transicién disminuye al descender la temperatura. Esto
significa un desplazamiento a tiempos promedios mayores. En
este caso, esta disminucion es suficiente para "aparecer" en

el rango de tiempo impuesto para el analisis.
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Figura 5.

Distribucidn de los tiempos de residencia de los estados
abierto y cerrado en funcién de la temperatura y la

concentracion de calcio.

Las barras amarillas corresponden al histogramas de los
tiempos de residencia experimental construidos como es
descrito en métodos. Las lineas continuas representan las
componentes cinéticas distinguidas. La linea verde
corresponde a la funcidn de densidad de probabilidad de la
componente cinética lenta. La linea roja a la componente
rapida y la linea azul a la componente cinética mas rapida.
La linea negra representa la suma de cada funcidn de densidad
de probabilidad, la cual ajusta al histograma experimental.
ay b .- Tiempos de residencia de los estados abiertos y
cerrados respectivamente, a una concentracion de calcio de 20

uM. De arriba hacia abajo corresponde a 25, 15, 7 °C.

ey d .- Tiempos de residencia de los estados abiertos y

cerrados respectivamente, a una concentracion de calcio de 80

uM. Desde arriba hacia abajo corresponde a 25, 15, 7 °C.
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Tiempos promedio abierto y cerrado a diferentes temperaturas

y concentraciones de calcio.

a.— Concentracién de Calcio =

25°C
abierto
log. de

cerrado

log. de
15 °C

abierto
log. de

cerrado

log. de

7 °C
abierto

log. de

cerrado

log. de

tau (ms)

17,96

4,50
verosimilitud

8,10
2,55

verosimilitud
40,67
11,55

verosimilitud
55,66
19,56
3,01

verosimilitud

68,32
28,38
1,27

verosimilitud
367,00
175,00
1,00

verosimilitud

d.e.

0,02
0,03

% eventos

87,42
12,58

-0,2338107587 x 10°

0,04
0,05

65,12
34,78

-0,2159722885 x 10°

0,06
0,06

67,64
32,36

-0,8598703668 x 10°

1,05
1,48
3,04

64,40
23,50
12,10

-0,8804142279 x 10°

0,00 *

16,84
22,46

10,30
69,02
20,68

-0,3372425818 x 10*

0,20
0,09
0,20

47,28
33,22
15,50

-0,3515093912 x 10*

0,05
0,08
0,08

0,05
0,06
0,05

0,50
0,50
0,50

el

el

o

o

W




b.— Concentracidén de Calcioc = 80uM.

25°C
abierto

log. de

- cerrado

log. de
15 °C

abierto
log. de

cerrado

log. de

7 °C
abierto

. log. de

cerrado

log. de

tau (ms)

68,30

4,99
verosimilitud

2,50
1,00

verosimilitud
g2,74
7,00
verosimilitud
28,32
9,90
1,00
verosimilitud
190,07
20,48
2,00
verosimilitud
80,06
15,00
1,00

verosimilitud

d.e. % eventos
0,03 94,80
0,03 5,20

-0,1229637818 x 10°

0,06 55,03
0,06 44,07

-0,8442153557 x 104*
4,32 92,01
9,27 7,09

-0,9092546237 x 10*

1,21 20,30
0,45 54,81
0,11 24,89

-0,8524757093 x 10*

6,56 75,00
6,71 13,60
0,88 11,40

-0,6478008527 x 10°

3,75 33,30
2,87 12,70
0,10 54,00

-0,6301952223 x 10*

0,06
0,05
0,06

2,71
5,66
5,66

4,43
4,43
1,18
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3.1.5.- Analisis termodinamico.
3,1.5.1.- El desplazamiento de las curvas de activacién
indica un aumento de la entropia en el canal.

Uno de los objetivos de esta tesis es caracterizar en
términos termodindmicos el comportamiento del proceso de
abertura y cierre del canal de K* activado por ca’*, al variar
la energia interna de esta proteina. El enfoque mas simple en
un andlisis de este tipo, es suponer gue el canal tiene sdlo
un estado abierto y un estado cerrado y que la transicién
entre ambos es dependiente del potencial. Un resultado para
el valor de potencial donde ambas conformaciones estédn en

equilibrio (Vy;) es el siguiente :

AH - T AS

Vo,s5(T) = -
z

Al variar la temperatura entre T, y T, entonces,

(Tz - Tl) AS

Vo,s(Tl) = Vo,s(Tz) =
zF

S1 T, >T, ¥ Vis(T) > Vos(TF,) implica que a8 > O.

La cbservacidén experimental de un desplazamiento hacia
potenciales mas positivos de las curvas de activacién, al
disminuir la temperatura indica que, en el equilibrio el

proceso de abertura y cierre va acompafiado de un aumento en
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la entropia del canal. La magnitud de los cambios de entropia

y entalpia son los dados por la tabla siguiente:

Tabla IIZXI

valores termodinamicos del proceso de activacién del canal.

AS A H
{cal/mol°K) (kcal/mol)
Sep.6 +38,60 +11,82

Oct.5 +41,96 +12,41
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3.2.— BEfecto de la temperatura sobre la conductancia.

En la figura 6a, se muestra la relacién corriente-
voltaje del canal de K" activado por ca’* en experimentos
hechos a una concentracidén de KCl 100 mM en ambos lados de la
camara. En esta figura se puede apreciar que la pendiente de
1a relacién corriente-voltaje disminuye segin desciende la
temperatura. La pendiente de esta curva es la conductancia
de la corriente unitaria. En la figura 6b, tenemos una
grafica de Arrhenius de los valores para la conductancia del
canal (ver tabla IV). Los puntos de la conductancia, son bien
descritos por una recta, es decir, la entalpia de activacion
es constante en el rango de temperatura estudiado. Del ajuste
a estos datos, se estimd gque el cambio en la entalpia de
activacién fue de 4,14 kcal/mol y el cambioc en la entropia de
activacidn es -33 cal/mol °K. En esta misma figura, se han
graficado los valores de la conductividad limite equivalente
para el idn potasio en solucion acuosa (Robinson y Stokes,
1972). Al hacer un ajuste a estos datos, similar al hecho a
los datos de conductancia unitaria del canal, se estimd que
la entalpia de activacién fue de 3,16 kcal/mol y la entropia
de activacidén tuvo un valor de -25,63 cal/mol °K. La
diferencia entre la entalpia de activacién para la conduccidn
de potasio en solucidén y a través del canal es : 980 cal/mol.
" La diferencia en la entropia de activacidon para estos dos

procesos de conduccion de potasio es 7,4 cal/mol°K.
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Figura s6.

Efecto de la temperatura en la conduccidn del ion potasio.

a.— Curvas de corriente vs. potencial.

Esta figura muestra la variacidon de la corriente
unitaria del canal al variar el potencial como también al
variar la temperatura.

La concentracidén de KCl en ambos compartimentos de la
camara fue de 100 mM.

b.- Gréafica de Arrhenius de la conductancia unitaria y
la conductividad limite equivalente.

La conductancia fue estimada como la pendiente de una
regresion de la relacion I vs. V de los éxperimentos
mostrados en la figura é6a.

Los valores de la conductividad limite equivalente
fueron obtenidos del apéndice 6.2 del libro Electrolyte

Solutions de R.A. Robinson y R.H. Stokes(1972).

N meas v
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Tabla IV
valores de la conductancia unitaria y la conductividad

limite egquivalente.

Temperatura Conductancia Conductividad
unitaria limite equivalente
°C (pS) (cm? /ohm equiv)
25 236 + 2 (n=6) 73,5
15 179 = 2 (n=6) 59,6
10 144 + 4  (n=5) ————
7 148 + 3 (n=4) ——
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4.— DISCUSION.

4.1.— E1 proceso de abertura v cierre del canal de X' activado

por Ca?%.

4.1.1.— : Oué es el proceso_de abertura vy cierre de un canal

idnico?.

Desde el advenimiento de la técnica de registro de canal
Gnico provenientes de membranas bioldgicas, la cinética de
abertura y cierre ha sido un fendmeno sujeto a una intensa

investigacién cientifica de estas proteinas de membrana. El

concepto mas basico desarrollado para explicarlo, es la

existencia de una compuerta { "gate" )} la cual ocluye o
permite el transito de los iones por el poro acuoso del canal
( "gating" ) ( Hodgkin.y Huxley, 1952 ). El tiempo que demora
la compuerta en transitar desde un estado al otro, se
considera que es aun menor que la resolucidn temporal del
sistema de registro ( L3uger, 1988 ). Sin embargo, el tiempo
que la compuerta permanece en el estado abierto o en el
estado cerrado puede variar en un rango de 1074 - 10! segundos
o mas. Por lo taﬁto los tiempos de residencia observados del
canal son un reflejo de movimientos internos de la proteina
relativamente lentos.

La idea motivadora de este trabajo, ha sido observar
estos movimientos lentos del canal de K* activado por ca¥,

desde el punto de vista de los cambios en la entalpia y la

entropia.
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" 4.1.2.- Una interpretacidén del aumento de la entropia del

sistema al abrirse el canal.

La medicidén de 1la probabilidéd de encontrar el canal
abierto en funcidén de la temperatura, en dos canales gue
muestran una-sensibilidad distinta al ion calcio, indica que
cuando el canal se abre, la o las estructuras asocladas a la
compuerta del canal pasan de un estado ordenado a uno mas
desordenado. Una manera de interpretar estos resultados es la
siguiente: en el estado cerrado alguna estructura del canal,
por ejemplo un segmento de a-hélice establlizada por un
numero de enlaces de hidrdgeno y/o puentes salinos, forma una
- estructura mas "ordenada". Entonces, debido a la agitacidn
térmica y sumada a la energia de unién del ion calcio a su
sitio especifico , un numero cada vez mayor de enlaces de
hidrégeno comienzan a romperse. Asi, la energia se
distribuye en un nimero mayor de componentes (cada enlace
disuelto da lugar a lo menos dos grupos gquimicos que antes
formaban una sola estructura, como también la formacidn de
nuevos enlaces con moléculas de agua), esto significa un
aumento de la entropia.

Por otra parte, se sabe que la energia necesaria para
romper un enlace de hidrogeno es de 5 kcal/mol, entonces si
- se considera el valor calculado de la entalpia {ver tabla
IIT), se tiene que el nimero de enlaces de hidrogeno

asociados al proceso de abertura es entre 2 y 3. Por otro
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lado, la observacidén de que es el tiempo promedic cerrado el
mas sensible a la temperatura, permite deducir que para que
el canal pase del estado cerrado a abierto, se deben romper
entre 2 y 3 enlaces de hidrégeno.

Una conclusidn del analisis anterior es la necesidad de
tener mas informacidn estructural acerca del canal de K*
activado por calcio. En todo caso, los resultados obtenidos
delimitan el rango de posibles modelos del proceso de
abertura y clerre del canal a nivel molecular.

4.1.3.— 2 Oue parte de la estructura del canal puede originar

estos movimientos internos ?.

En la interpretaciodn hecha de los resultados, no ha sido
casual el hacer referencia a un posible rol de estructuras
del tipo de ag-hélice como estructura subyacente al proceso de
gating del canal de K' activado por Ca?. Aunque ésta es una
hipdtesis ad hoc, los argumentos presentados a continuaciédn
pueden fundamentarla.

4.1.4.- TLa estructura primaria v secundaria de canales

ibnices.

La estructura primaria de varios canales idnicos,
la cual ha sido deducida a partir de la secuencia de
nucledtidos de sus respectivos genes, muestra la existencia
de segmentos cuya composicion de aminoacidos le confiere
caracteristicas hidrofdbicas. Estas regiones hidroféb;cas

estan separadas por -segmentos con caracteristicas
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hidrofilicas. La naturaleza apolar es un indice de que estos
segmentos estan embebidos en la matriz de lipidos. A partir

de la estructura primaria, se ha sugerido que los aminoacidos

~se ordenan en estructuras de hélice, concretamente g-hélices,

las cuales estdn estabilizadas por enlaces de hidrdgeno
intramoleculares como también por interacciones hidrofdébicas.
Unwin (Unwin, 1989) sugiere que esta estructura basica, es un
arreglo constante para la diversidad de canales idnicos
existentes.

4.1.5.- Modificaciones de la estructura primaria afectan la

cinética de abertura y cierre.

En experimentos de expresidn de genes que codifican
para canales dependientes de potencial { Hoshi, 1990, Stihmer
y cols., 1989, 0Oiki y cols., 1988 ), cuya secuencia ha sido
modificada con el propdésito de reemplazar uno a varios
aminoacidos en sitios especificos, han mostrado que las
propiedades de la cinética de abertura y cierre, especificas
para cada canal son fuertemente modificadas. Estos resultados
indican que procesos como la abertura e inactivacién de estos
canales dependientes de potencial, depende en gran medidad de
la organizacidn y estabilizacién interna de las putativas a-
hélices de estos canales, que participan de la cinética de

abertura y cierre.

[P ———
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4.1.6.— Bl desplieque parcial de g-hélices v la cinética de

abertura v cierre.

Englander y Kallenbach (1983), postulan que el
proceso de intercambio de protones, donde el dJdador de
hidrbgeno es el agua y el aceptor de hidrégeno generalmente
es el grupo amida en la cadena polipeptidica, ocurre con un
despliegue parcial de a o 8 hélices, el cual "expone" al
solvente el grupo funcional aceptor de hidrdgeno. Ellos
reportan que en experimentos de variacidn de temperatura, el
cambio de la entalpia de activacidn para el proceso de
intercambio de hidrdgeno, ocurre en un rango entre +15 a +30
kcal/mol (pag. 598). Esta vision del proceso de intercambio
de hidrdgeno, se opone a un proceso de "penetracién" del
grupo dador de hidrogeno en la proteina, proceso cuya
entalpia de activacion estd en un rango mayor (sobre 50
kcal/mol). Aunque el modelo postulado para el intercambio de
protones aparentemente no tiene relacidon con el proceso de
cinética de abertura y cierre, su valor radica en sugerir que
la disolucion de unos pocos enlaces de hidrdégeno (tres o
cuatro) que tiene por efecto un despliegue parcial de
hélices, es un proceso comin en las proteinas y que va
acompafiado de un cambio de entalpia de activacidn en el rango
ya mencionado. En esta misma revisién, se indica que el
proceso de intercambio de hidrdgeno ocurre en un rango amplio

de tiempo (desde 1 ps a horas), pero que aquellos procesos
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que involucran el rompimientc de enlaces de hidroégeno
intramoleculares en una hélice de proteina, es un proceso
relativamente lento. Esta indicacién sugiere que el
despliegue parcial de g-hélices, por disolucidn de enlaces de
hidrogeno, puede corresponder a los movimientos lentos de la
proteina asociadas a la cinética de abertura y cierre.

4.1.7.- ; Puede ser el plegamiento y desplieque parcial de

g-hélices un correlato estructural de la cinética de abertura

y _cierre ?.

La metodologia de regisiro de canal unico, es hasta el
momento el Gnico procedimiento Gtil para estudiar el proceso
de abertura y cierre de un canal idénico. En un estudio del
movimiento de cargas asociado a la abertura y cierre del
canal de sodio presente en nervio mielinado de Xenopus
laevis, Jonas (Jonas, 1989) hizo experimentos de variacion de
temperatura usando la técnica de voltage controlado. Los
resultados que el reporta respecto del movimiento de cargas
asociados a un estimulo, indica que la respuesta al inicio
del estimulo (respuesta on), al final del estimulo (respuesta
off) y la constante cinética de inactivacidén del canal,
dependen fuertemente de la temperatura. En cambio la cantidad
de carga eléctrica no es afectada. El resultado que interesa
en esta discusion, es que los valores para la entalpia de
activacidon de los procesos estudiados, son del orden dg 15

kcal/mol, y que ocurre con un cambio de entropia positivo. En
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otro estudio de temperatura reportado, donde se hizo registro
de canal tUnico en un canal de potasio dependiente de
potencial en linfocitos T, Pahapill (Pahapill y cols., 1990)
al examinar la cinética de activacidén y la cinética de
inactivacidon dependiente de potencial, reportan que los
valores de la entalpia de activacién para los procesos
mencionados, estan en el rango de 5 a 44 kcal/mol para el
proceso de inactivacioén , entre 15 y 30 kcal/mol para el
proceso de activacidn. La activacidn del canal va acompafiada
de un cambioc positivo de entropia y la inactivacidn con un
cambio negativo de entropia. Finalmente en un estudio con
patch clamp hecho en Loligo pealei, de la cinética detallada
del canal de sodio en el cual el proceso de inactivacidn fue
removido por BTX; Bezanilla y Latorre (1991, manuscrito en
preparacién), elaboran un modelo para la cinética de abertura
y cierre basado en el comportamiento de los componentes
cinéticos del «canal al variar la temperatura. Ellos
demuestran gque las constantes cinéticas que mejor ajustan el

proceso. de abertura y cierre, tienen entalpias de activacidn

- en un rango de 21 a 23 kcal/mol. Un resultado interesante que

muestran, es que la curva de activacidn por potencial de este
canal, muestra un desplazamiento hacia potenciales mas
negativos. Esto significa que el proceso de abertura del
canal de sodio, ocurre con una disminucidén de la entropia,

resultado diametralmente opuesto a la estimacidn del cambio
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de entropia del canal de K* activado por Ca®* de este trabajo.
Esta diferencia puede surgir debido a que el proceso de
abertura y cierre del canal de X' activado por Ca? no es
dependiente del potencial ( recordemos que es la unién de
calcio al canal la gque depende del potencial). En cambio al
aplicar un potencial despolarizante, el movimiento de
residuos cargados ubicadas en una hélice del canal de sodio,
puede inducir una estructura méas ordenada. Esta Ultima
hipotesis esta de acuerdo a las predicciones hechas por
Caterall (1988) en su modelc de la cinética de abertura y
cierre basado en los datos de la estructura primaria.

En restmen, los datos acerca de la entalpia de
activacidén para procesos asociados a la cinética de abertura
Y cierre en diferentes canales, estan en un rango que
corresponde a la entalpia de activacion del procesc de
desplegamiento parcial de una hélice estabilizada por enlaces
de hidrdgeno.

4.1.8.- TLos movimientos internos de un canal asociados a la

cinética de abertura v cierre.

Desde hace pocos afios que el proceso de abertura y

cierre de un canal idnico se ha considerado que puede ser un

'.reflejo de pequerias fluctuaciones en estas proteinas

(Liebovitch y cols., 1987; Lauger, 1988; Condat y cols.,
1989; Millhauser, 1990; Oswald y cols., 1991). Este interés

ha surgido comoc una necesidad de explicar la creciente

B T v —
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_~evidencia de que el proceso de abertura y cierre de los
canales idnicos muestra numerosos componentes cinéticos. Esto
ha inducido a proponer mecanismos fisicos especificos, a
partir de los cuiles se han desarrollado modelos estadisticos
que han permitido explicar la distribuicién de los tiempos de
residencia. Estos modelos requieren un namero
considerablemente menor de parametros ajustables para
describir los datos experimentales, hecho que no ocurre si se
consideran los modelos vya clasicos de distribucidn
exponencial de los tiempos de residencia. Lo singular de
estas nuevas proposiciones, es que de algin u otro modo, se
hace referencia a la dinamica estructural de las hélices
estabilizadas por enlaces de hidrdgeno. Los modelos
desarrollados, muchos de ellos "se han probado", utilizando
complejos algoritmos computacionales. Sin embargo datos
estructurales sobre la dinamica de proteinas asociadas a la
cinética de abertura y cierre, no ha sido reportados. Este
trabajo sobre el canal de K* activado por Ca?*, desde un punto
de vista termodindmico, puede ser una evidencia de que los
procesos que originan la cinética de abertura y cierre, sean
los despliegues parciales de hélices estabilizadas por

enlaces de hidrdgeno.
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4.1.9.- El proceso de abertura v cierre del canal de K*

activado por Ca? tiene miltiples componentes cinéticos.

Una prediccién de la teoria de Eyring es gue una
constante de rapidez disminuye exponencialmente su magnitud
segun disminuya la temperatura. En estos experimentos, se
muestra evidencia de que existen componentes cinéticas del
proceso de abertura y cierre a 25 °C que estadn fuera del
limite de resolucidn temporal de un milisegundo, las cuales
consistentemente aparecen a 7 °C. En los experimentos a 25
°C, se distinguen dos componentes cinéticas para el estado
abierto y dos para el estado cerrado. A 7 °C se distinguen
tres componentes para cada estado. La existencia de estos dos
componentes cinéticos ha sido previamente demostrada por
Moczydlowski y Latorre (1983) en experimentos realizados a
temperatura ambiente. La aparicidn de un tercer componente
para ambos procesos a 7 °C, también es concordante con
experimentos hechos a temperatura ambiente en un canal de K*
activado por Ca? de células de misculo esquelético en cultivo
(McManus y Magleby, 1988). Ellos al examinar el proceso de
abertura y cierre con una mayor resolucidén temporal ( ~ 50
us, utilizando patch clamp ), demuestran que la distribucidn
de los tiempos de residencia en el estado abierto es ajustada
por tres a cuatro componentes cinéticos y el estado cerrado
por seis a ocho componentes. Este desplazamiento de las

. componentes cinéticas inducidos por la variacién de 1la
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temperatura, sugiridé la existencia de una correspondencia
entre las componentes observadas a 25 °C con aquellas
observadas a temperatura inferiores.

La posibilidad de poder distinguir los componentes
cinéticos, en funcion de la temperatura, podria
potencialmente informar acerca de las etapas limitantes del
proceso de abertura y cierre como también un andlisis en
términos termodindmicos del rol del calcio en la regulacidn
de este canal. Sin embargo, existen tres serias limitantes
para llevar a cabo este analisis:

1) Aunque fue posible lograr un ajuste con la suma de 2 6 3
distribuciones exponenciales, la separacidén entre las
componentes marcadas L y R no es lo suficientemente amplia
para decidir con algin grado de certeza la diferencia entre
componentes. Es decir, el ajuste encontrado puede ser
simplemente una solucion local del algoritmo de minimizacién
para la estimacidén de parémetros.

2) Por otra parte, si el ajuste anterior pudiera distinguir
claramente entre componentes cinéticas, no es posible
responder con los datos obtenidos, la pregunta por 1la
conexidn entre estados observados. Esto es importante pues si
existen varios componentes cinéticos, entonces los tiempos
promedios encontrados por un método de ajuste corresponden a

una combinacidn del inverso de cada una de las constantes

cinéticas que salen desde un estado cinético. Una solucidn a

e rempemp i p—r=

.
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este problema es utilizar métodos de autocorrelacion.
3) La correccidn por eventos perdidos: Los histogramas
construidos no han incorporado la correccidn de los tiempos
de residencia por aquellos eventos que no ha podido ser
detectados. Esta correccidn es imposible de realizar con los
_datos obtenidos, pues significa saber de antemano cual es la
distibucidén de los eventos que no pueden ser detectados. Es
decir, se requiere de un modelo cinético previo, situacién
gue es paraddjica.

Sin embargo, a pesar de estas limitaciones metodoldgicas
que no permiten un analisis formal de la cinética detallada
del canal, un analisis de los datos tal cual como estan,
mustran una concordancia cualitativa y cuantitativa con el
estudio ya presentado. Este andlisis ,muy preliminar, no es

presentado en esta tesis.
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4.2.- El proceso de conduccidon de iones.

4.2.1.—- Bl canal de K' activado por Ca® proporciona una via

de paso de baja energia libre.

El resultado de comparar la diferencia de entropia

y entalpia de activacidn entre la conduccidén de potasio en
solucidon y por el canal (7 cal/mol °K y 980 cal/mol
respectivamente), indica que las estructuras del canal de K*
" activado por Ca* que participan en la conduccidén de potasio,
pfoporcionan. a éste ion un "ambiente fisicogquimico" con
carateristicas similares al que tiene en solucién libre. Esta
afirmacidon no es sorprendente pues existe evidencia (por
ejemplo Hartmann, 1991) que en la estructura de la via de
conduccion de iones de los canales idnicos, existen grupos
quimicos con caracteristicas polares los cuales participarian
en el proceso de conduccion de iones.

4.2.2.- FEn el rango de temperatura estudiado no existe

evidencia de una modificacidon quimica del proceso de

conduccidén de iones.

El valor de estos experimentos, es la demostracidn
de que las estructuras quimicas que participan del procesc de
conduccion de iones no son modificadas al variar la
temperatura. Esta afirmacion se fundamenta en el hecho que la
grafica de Arrhenius de las conductancias experimentales no
nmuestra un cambio de pendiente apreciable, siendo casi

paralela a la recta de la conductividad limite equivalente
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(la diferencia de entalpia de activacién es de 0,98
kcal/mol). Este resultado indica que la conduccidn del
potasio por el canal, es un proceso limitado por la difusidn
del ion en la via conductora. El1 hecho de que no exista un
cambio de entalpia de activacidon al disminuir la temperatura,
significa que la o las barreras de energia del paso limitante
de la reaccidn son constantes y su dependencia de la
temperatura es predicha por la ecuacidn de Eyring. Mas aun,
la diferencia de energia libre entre la solucidn y el pico de
“la (o las) barrera(s) de la etapa limitante, es similar a
aquella obtenida por Villarroel (1989} (1,8 kT vs. 2,5 Kk;T).
Esta concordancia entre dos aproximaciones analiticas muy
diferentes, indica que el modelo desarrocllado por villarroel,

es una buena descripcidn del proceso de conduccidén de

potasio.
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5.~ CONCLUSIONES.

En este trabajo se muestra evidencia que:

- El proceso de abertura es acompafiadoc de un aumento en
la entropia.

- La magnitud de la entalpia indica que en el proceso de
abertura se rompen entre dos y tres enlances de hidroégeno.

- ElL valor de la entalpia calculado es similar al
reportado en la literatura para otros procesos asociados a la
cinética de abertura y cierre en canales dJdependientes de
potencial eléctrico.

~ La magnitud de la entalpia descrita, esta dentro de
los limites de la entalpia para un proceso de despliegue
parcial de una hélice estabilizada por enlaces de hidrdgeno.

- Estos resultados aportan una pieza de evidencia a los
modelos para la cinética de abertura y cierre, que se
fundamentan en la dinamica de hélices estabilizadas por
enlaces de hidrdgeno.

Los resultados del efecto de la temperatura sobre el
proceso de conduccidn de iones en el canal de K' activado por
ca®, indican que :

~ La conduccidn de iones por el canal de X* activado por
ca?* es fundamentalmente un procesc de difusién.

- El hecho que la entalpia de activacidn sea constante,
evidencia que no hay un cambio quimico en la estructura de la

proteina (inducida por la disminucidn de la temperatura) que
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afecte la conduccidn de potasio.
- El modelo de pozos y barreras propuesto, puede ser una

descripcidén adecuada del proceso de conduccidn de potasio.
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