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Resumen

RESUMEN

El canal de potasio activado por calcio de alta conductancia MaxiK esta presente
en casi todos los tejidos de mamiferos. La actividad del canal aumenta con incrementos
del calcio intracelular y la despolarizacion de la membrana celular. El canal se forma
como un homotetramero de su subunidad « —-una proteina codificada por el gen Slo—y
en algunos tejidos las propiedades biofisicas del canal son modificadas por la presencia
de proteinas accesorias [lamadas subunidades B. En mamiferos se conocen 4 subunida-
des B, denominadas B1 a 4. La subunidad Bl aumenta la sensibilidad aparente a calcio
del canal y hace mas lenta la cinética de activacidn y de desactivacién. Ademds, permite
la activacion del canal por 17-B-estradiol. En presencia de la subunidad B2 el canal
muestra un proceso de inactivacion rapida, que se puede remover eliminando el extremo
N-terminal de la proteina. La subunidad B2 sin dominio de inactivaciéon (subunidad
B2IR) tiene sobre el canal efectos similares a los de la subunidad I, aumentando su
sensibilidad a calcio.

El objetivo de esta tesis es definir bases moleculares para la interaccién de las
subunidades 81 y P2 con el canal MaxiK, en relacion a la modulacién de la sensibilidad
a calcio y potencial y a la activacién del canal por estrégenos. Se utilizaron sistemas de
expresion heteréloga para estudiar distintos parametros de activacion del canal MaxikK,

solo o en combinacién con las subunidades f1 6 P2IR. Los datos fueron analizados en el

Xiv




Resumen

contexto de un modelo alostérico de activacion por calcio y potencial que ha sido recien-
temente propuesto para el canal MaxiK.

Los resultados indican que el aumento de la sensibilidad aparente a calcio que se
observa en presencia de ambas subunidades B no se explica por un aumento en la afini-
dad de los sitios de unién del catién. Mas bien, las subunidades B} incrementan el aco-
plamiento funcional entre la unién de calcio y la apertura del canal. También se observé
un aumento del acoplamiento funcional entre la activacion de los sensores de potencial y
la apertura del canal, aunque con diferencias cuantitativas entre ambas subunidades .
Por lo tanto, ambas subunidades B interactuarfan directa o indirectamente con los domi-
nios de la subunidad o que lievan a cabo este acoplamiento funcional. En el caso de la
activacion por potencial, éstos son los lazos entre los segmentos de transmembrana S4 y
S5; mientras que en el caso de la activacién por calcio, seria el lazo entre el segmento S6
y el dominio denominado RCK —un dominio adyacente a la boca interna de la via de
conduccién y que se ha propuesto como un controlador de la apertura y cierre del canal.

Por otra parte, la subunidad B1 disminuye la dependencia de potencial del sensor
de potencial del canal, ubicado en el segmento 54 de la subunidad a. Este efecto no se
observo en presencia de la subunidad B2IR. La transicién entre los estados cerrados y
abiertos en el canal MaxiK tiene una dependencia intrinseca de potencial que no esta
asociada al movimiento de los sensores y cuya naturaleza molecular no es clara. Sin em-
bargo, ninguna de las subunidades [ afecta este proceso.

Se estudié la activacidn del canal por 17-B-estradiol (17BE) y Tamoxifeno (Tx)
en presencia y ausencia de distintas subunidades B. 17BE 5 uM activa al canal MaxiK en

la presencia de las subunidades B1 y 34 pero no en su ausencia ni en la presencia de las
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subunidades B2 o P2IR. El antiestrogeno Tx tiene efectos distintos dependiendo de la

concentracion. A concentraciones menores de 1 uM, Tx activa al canal pero sélo en pre-
t
i

sencia de la subunidad p1. Cuando la concentracion de Tx es mayor que 1 pM se obser-,
va una inhibicién de las corrientes del canal MaxiK que es independiente de la presencia}

de cualquier subunidad . Estos resultados indican que la farmacologia de la activacion

del canal por estrogenos tiene importantes diferencias con la farmacologia del receptor

nuclear de estrégenos. Por otra parte, Tx tendria dos sitios de interaccion con el canal:
un sitio de inhibicion presente en la subunidad o. y un sitio de activacion que se expresa

s6lo en la presencia de la subunidad B1. i
f
Para definir dominios funcionales en las subunidades f, se estudiaron dos sub-i

unidades B quiméricas que resultan del intercambio de los dominios extracelulares de las

|

subunidades 1 y B2IR. El estudio de los efectos de dichas quimeras sobre el canal mos-
ted que las diferencias entre las subunidades B1 y B2IR se asocian por completo a los

dominios de transmembrana y/o intracelulares. Esto permite concluir que los dominios

1
4

- - . r !

de transmembrana v/o intracelulares de la subunidad Bl interactian con el sensor de
¥

4

i
potencial del canal, y no se descarta que estos dominios sean también responsables de
los otros efectos de las subunidades p. Ademads, se necesitan los segmentos de trans-

membrana y/o intracelulares de las subunidad B1 para el efecto activador de 178E. .'
§

Todos estos resultados son un importante paso hacia la definicién molecular de

3

las redes de interaccién entre las subunidades o y B del canal MaxiK. :
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ABSTRACT }
|
y

The high conductance, calcium-activated potassium (MaxiK) channel is widel
L

h
H

expressed among mammalian tissues. The activity of the channel is increased by mem-

brane depolarization and by increases in intracellular calcium concentration. The chan-
l

nel is assembled in the membrane as a homotetramer of its pore-forming o-subunit —i
coded by the Slo gene— and in some tissues its properties are modified by the presence oﬁ
accessory proteins called B-subunits. Four B-subunits have been cloned in mammalsj
named P1 to p4. pl-subunit increases the apparent calcium sensitivity of the channel and5
slows down its activation and deactivation kinetics. It also allows the channel to be acti—‘[
vated by 17-B-estradiol. In the presence of the B2-subunit the channel shows a fast inac-
tivation process, which is removed by deleting the N-terminus of the protein. The p2-
subunit without the fast inactivation domain (B2IR) has similar effects as the p1 subunit,
increasing the apparent calcium sensitivity of the channel.

The objective of this thesis work is to define molecular basis for the interaction
of B1- and B2-subunits with the MaxiK channel, related to the modulation of the cal-
cium- and voltage sensitivity and to the activation of the channel by estrogens. Het-
erologous expression systems were used to study several activation parameters of the
MaxiK channel, alone or in combination with the p1- and B2IR-subunits.The data were

analyzed in the context of an allosteric activation model that has been proposed for the

MaxiK channel.
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Abstract

The results indicate that the increase of the apparent calcium sensitivity in the
presence of both B-subunits can not be explained by an increase in the affinity o the cal-
cium binding sites. Instead, the B1- and B2-subunits increase the functional coupling
between calcium binding and channel opening. An increase of the functional coupling
between voltage sensor activation and channel opening was also observed, with some
quantitative differences between both B-subunits. Therefore, p1- and 2-subunits must —
directly or indirectly— interact with the domains of the a-subunit responsible for this
functional coupling. For the voltage-activation, these are the linkers between the S4 and
95 transmembrane domains; whereas for the calcium-activation, these are the linkers
between the S6 domain and the RCK domain —a domain adjacent to the inner mouth of
the conduction pathway and that has been proposed to control the open-close state of the
pore.

The pl-subunit also decreases the voltage-dependence of the voltage sensor of
the channel, located in the 84 segment of the a-subunit. This effect was not observed in
the presence of the B2IR subunit. The transition between closed and open states of the
channel has intrinsic voltage dependence, unrelated to voltage sensor movement, whose
molecular nature is unclear. However, none of the B-subunits affected this process.

Channel activation by 17-B-estradiol (17BE) and Tamoxifen (Tx) was studied in
the absence and presence of different B-subunits. 5 pM 17pE activates the channel only
in the presence of the B1- or B4-subunits, but not in their absence of in presence of f2- or
p2IR-subunits. The antiestrogen Tx has different effects depending on concentration.
When the concentration is lower than I pM, Tx activates the channel but only in the

presence of the B1-subunit. When the Tx concentration is higher than 1 uM, there is an
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inhibition of MaxiK. currents independent of the presence of any B-subunit. These results
show that there are main differences in the pharmacology of MaxiK channel activation
by estrogens and the pharmacology of the nuclear estrogen receptor. On the other hand,
Tx, would have two interaction sites with the channel: an inhibition site present in the a-
subunit and an activation site expressed only in the presence of the p1-subunit.

In order to define functional domains in the B-subunits, the extracellular domains
of the B1- and B2IR-subunit were exchanged, and the resulting quimerical B-subunits
were studied. The effects of the quimerical B-subunits showed that all the differences
between pl- and B2IR-subunits can be completely associated to the transmembrane
and/or intracellular domains. This raises the conclusion that the transmembrane and/or
intracellular domains of the Bl-subunit interact with the voltage sensor of the channel,
though a role of this domains on the other effects of the B-subunits is not discarded.
Moreover, the transmembrane and/or intracellular domains of the pl-subunits are also
needed for the activation of the channel by 17BE.

All these resuits are an important step towards the molecular definition of the in-

teraction networks between o- and B-subunits of the MaxiK channel.
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INTRODUCCION

1. Consideraciones Generales

Los canales de iones son proteinas integrales de membrana que permiten ¢l paso
de iones a través de la membrana de las células. Las propiedades mas importantes que
distinguen a estas proteinas son la selectividad por ciertos iones y la regulacion de la
apertura y cierre de la via de conduccion. A diferencia del transporte activo, cuando los
canales se abren el paso de los fones es pasivo, es decir, es siempre a favor del gradiente
electroquimico del ion (Hille, 2001).

Al existir condiciones iénicas muy diferentes entre el interior y el exterior de la
célula, la actividad de los canales de iones determina el potencial eléctrico de la mem-
brana celular, que a su vez gatilla diversos eventos fisiologicos. De esta manera, los ca-
nales de iones controlan procesos como la transmision nerviosa, la contraccién muscular
y la secrecion de neurotransmisores. También estin involucrados en otros procesos que
implican el transporte de iones, como Ia regulacion del volumen celular y el transporte
de electrolitos en epitelios.

El trabajo de tesis que aquf se presenta fue realizado con un canal de potasio ac-
tivado por calcio de alta conductancia, conocido como MaxiK, BK o Slol (revisado en
Toro y col., 1998). Este canal es ampliamente expresado en mamiferos, encontrandose
en casi todos los tejidos. El canal MaxiK es sensible al potencial de membrana y al cal-

cio intracelular, y aumenta su actividad o probabilidad del estado abierto cuando la con-
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centracion de calcio intracelular se incrementa o cuando el potencial de membrana se
hace mads positivo. Al ser un canal de potasio, un aumento de su actividad tiende a hi-
perpolarizar la membrana; por esto el canal MaxiK constituye un mecanismo de retroa-
limentacién negativa para aquellos eventos excitativos que conducen a aumentos de cal-
cio intracelular o despolarizacion de la membrana celular. Por ejemplo, la retroalimenta-
cién negativa que el canal MaxiK efectiia es de gran importancia en la regulacién de la
contraccion de la musculatura lisa vascular y, por lo tanto, de la presion arterial.

La modulacién del canal MaxiK por diversos mecanismos, como protefnas acce-
sorias u hormonas, tiene grandes consecuencias para la fisiologia y serd el tema principal

de esta tesis.

2. El canal de potasio MaxiK

2.1. Identidad molecular del canal MaxiK

El canal MaxiK fue identificado en distintas preparaciones de muisculo (Pallotta y
col., 1981; Latorre y col., 1982; Latorre y col., 1983) y cerebro (Adams y col., 1982), e
inmediatamente llamé la atencién su dependencia de calcio y voltaje y su elevada con-
ductancia. Se ensambla en la membrana como un homotetramero de su subunidad o y el
gen que codifica esta proteina fue clonado en la mosca Drosophila melanogaster. Se
denomind Slo debido a la mutacién slowpoke con la que se le identificé (Atkinson y col.,
1991) y su nombre fue cambiado a Slof luego de la clonacion de los canales Slo2 y Slo3

(Wei y col., 1996; Schreiber y col.. ‘”‘;?8; Yuan y col., 2000) . La secuencia de aminod-

cidos deducida a partir del gen\ j—émuestra que esta proteina pertenece a la superfa-

milia de canales de potasio dependi\.\i)tes de potencial. Sin embargo, tiene varias diferen-
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cias con éstos que hacen de los genes Slo una familia particular de canales de potasio.
Una de las principales diferencias es la existencia de un segmento de transmembrana
adicional en los canales MaxiK y Slo3: mientras los canales de potasio dependientes de
potencial tipo Shaker o Kv tienen 6 segmentos de transmembrana, el canal MaxiK posee
7 (Meera y col., 1997). Este segmento adicional se denomina SO y se encuentra hacia el
extremo N-terminal, mientras los segmentos S1 a S6 son homologos a los 6 segmentos
de transmembrana de los canales Kv (Figura 1A). Los segmentos S1 a 84 forman el sen-
sor de potencial del canal, y el segmento S4 tiene un papel principal en esta estructura al
tener 3 aminodcidos con carga positiva {Diaz y col., 1998). Cuando el potencial de
membrana cambia, estas cargas se mueven siguiendo el campo eléctrico, y su movimien-
to esta acoplado a la apertura del canal. Ademds, el movimiento de las cargas del sensor
de potencial origina las denominadas ‘corrientes de compuerta’ (gating currents) que
son una de las caracteristicas de los canales dependientes de potencial (Armstrong y Be-
zanilla, 1973; Rojas y Keynes, 1975; Bezanilla, 2000; Hille, 2001).

Al igual que en el resto de los canales de potasio, los segmentos S5 y S6 forman
el poro o via de conduccion. Entre ambos segmentos, se encuentra el dominio denomi-
nado filtro de selectividad, una secuencia conservada en todos canales de potasio y que
es responsable de la seleccion de iones potasio por sobre los iones sodio. En particular,

la secuencia de aminoacidos TVG(Y/F)GD se encuentra pre
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col., 1998 Roux y MacKinnon, 1999; Zhou y col., 2001). El lado extracelular del poro
del canal MaxiK es también el sitio de interaccion con las toxinas peptidicas Caribdo-
toxina (CTX) e Iberiotoxina, que bloquean al canal MaxiK de mamiferos pero no al de
Drosophila (Meera y col., 1997)

El dominio intracelular del canal MaxiK comprende alrededor de dos tercios de

la proteina. Contiene 4 dominios de residuos hidrofobos (S7-S10, Figura 1) que en un

A subunid B subunidad «

¢ T Acoplamiento
' /  asubunidad j3
Sensor de voltaje

poro de K’

“Calcium bowl

‘Bola’ de Tnactivacion

{s6lo 32 y [13)

Sensor de Calcio

“CORE” tOTAILY

B Segmento S4

Slol 268 WLGLRFLRALRLIQFSEILQFLNIL 289
Slo2 180 TYLYVPVFLNCWLAKGALQAMMNDL 205

Slo3 192 WLGLRFLRALRLLELPKILQILQVI 213
C “Calcium Bowl”
Slol 945 DTNVQFLDQDDDDDPDTELYLTQPFACG 973
Slo2 916 LLYQAIIKPFVVDLVE«.LLLGIDQHSDGG 944
Slo3 876 IHIHFIEQMGGLDGMLKGTSLHLSTSFS 904

Figura 1. Topologia y dominios funcionales propuestos para el canal MaxiK.

A, Dominios funcionales de un monémero del canal MaxiK. Se incluye también la
topologia propuesta para las subunidades p. Cada canal esta formado por un tetrdame-
ro de subunidades o, con 0 a 4 subunidades p. B y C, secuencia del segmento S4 y
del dominio conocido como ‘calcium bowl’, de los canales de la familia Slo.
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principio se pens6 que forman segmentos de transmembrana, pero experimentalmente se
demostr6é que se encuentran en el citoplasma (Meera y col., 1997). En este dominio se
encuentra el denominado ‘calcium bowl’, un segmento rico en residuos aspartato (se-
cuencia -DQDDDDDPD-, Figura 1C) y que aparece como un muy buen candidato para
ser el sitio de union de calcio. Un estudio con proteinas quiméricas entre el canal MaxiK
y el canal Slo3, que no es sensible a calcio, demostré que la sensibilidad a calcio reside
en un dominio comprendido entre el lazo que une los segmentos S9 y S10, y [a primera
mitad del segmento S10 (Schreiber y col., 1999). Sin embargo, otros estudios de union
directa de °Ca®* a una proteina de fusién conteniendo los 280 residuos del extremo C-
terminal del canal de D. melanogaster (dSlol), muestran que al reemplazar los cinco
asparticos consecutivos por alanina solo se pierde un 56% de la unidén de calcio (Bian y
col., 2001). Un dominio que se encuentra entre el segmento de transmembrana S6 y
segmento hidrofobo S7 tiene cierta similitud de secuencia con un dominio denominado
RCK, presente en muchos canales de potasio y cuya estructura se conoce para el canal
de potasio de E. coli y un canal de M. thermautotrophicum conocido como MthK (Jiang
y col., 2001; Jiang y col., 2002). En el canal MthK, la unién de calcio a este dominio
induce un cambio de conformacion que resulta en Ia apertura de la compuerta del canal.
En el canal MaxiK, se ha mostrado funcionalmente que este dominio regula la activa-
cién del canal por calcio, aunque no se ha comprobado directamente la unién de calcio
(Jiang y col., 2001).

Esto, junto a otras evidencias experimentales (Shi y Cui, 2001; Zhang y col.,
2001; Bao y col., 2002}, ha llevado a concluir que el canal MaxiK posee dos tipos de

sitios de unién para calcio: sitios de alta afinidad y sitios de baja afinidad. Los sitios de
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baja afinidad para calcio ademds unen magnesio, catién que también activa al canal (Shi
y Cui, 2001; Zhang y col., 2001; Xia y col., 2002).

Otra de las caracteristicas de este canal, y a la cual debe su nombre, es una gran
conductancia de canal (inico. En condiciones de potasto simétrico 150 mM, cada canal
MaxiK tiene una conductancia de 250-300 pS, la mayor entre todos los canales de pota-
sio (Pallotta y col., 1981; Latorre y col., 2000)

2.2. Elmeodelo de activacion alostérica por calcio v potencial

La probabilidad de encontrar abierto (P(g)) al canal MaxiK crece cuando hay un
aumento en el calcio intracelular y/o cuando el potencial de membrana aumenta. A con-

centraciones bajas de calcio, cercanas a 100 nM —la concentracioén tipica de calcio intra-

1 ]
0.8 - [Ca®"] = 3pM
S 0.6 -
a
0.4 -
0.2 - [Ca®'] <100 NV
j " Vos ' Vo5 !
-100 0 100 200 300
Em (mV)

Figura 2. Efecto del potencial de membrana (Em) y la concentracién de calcio
sobre Ia P(g del canal MaxiK.

Se muestran curvas idealizadas de P vs. potencial para el canal MaxiK en dos
concentraciones de calcio intracelular. Las curvas fueron generadas como una funcién
de Bolizmann (ecuacién (2) en Materiales y Métodos), usando pardmetros que
representan los obtenidos experimentalmente. Para cada curva se muestra que Fpsesel
potencial en el que Py = 0.5.
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celular para una célula en reposo—, se necesita un potencial de membrana muy elevado
para aumentar la Py del canal; la Pp=0.5 se alcanza alrededor de los 200 mV (este
valor de potencial se conoce como ¥y s; Figura 2). Al aumentar la concentracién de cal-
cio, se necesita un potencial de membrana menor para aumentar la Py y el Vy s dismi-
nuye, llegando hasta valores cercanos a -50 mV cuando Ia concentracién de calcio se
acerca a 1 mM. De esta manera, el calcio y el potencial funcionan de manera aditiva en
la activacion del canal.

Sin embargo, ninguno de los dos estimulos —el calcio o el potencial de membra-
na-— es estrictamente necesario para la activacion del canal. En ausencia virtual de calcio
intracelular, una despolarizacién de la membrana suficientemente elevada puede incre-
mentar la Pg) del canal (Pallotta, 1985; Meera y col., 1996; Stefani y col., 1997). Por
otra parte, a potenciales de membrana muy bajos, en los cuales no hay activacién de los
sensores de potencial, el calcio también puede aumentar la P del canal (Horrigan y
Aldrich, 2002). A potenciales muy negativos la dependencia de potencial del canal dis-
minuye. Esto sugiere la existencia de una transicion entre estados abiertos y cerrados
que es dependiente de potencial pero que no involucra el movimiento de los sensores de
potencial (Horrigan y col., 1999; Horrigan y Aldrich, 2002). En otras palabras, el canal
se puede abrir en ausencia de calcio y sin los sensores de potencial activados. Esta tran-
sicion es dependiente de potencial, a pesar de que no involucra el movimiento de los
sensores. La naturaleza de este proceso no es clara, pero tiene que estar relacionada al
movimiento de cargas o dipolos que no estdn en el segmento S4.

Estos y otros estudios detallados de las corrientes macroscépicas, de canal inico

y de compuerta del canal MaxiK apoyan la idea de que la apertura del canal, la unién de
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calcio y la activacion de los sensores de potencial no son eventos acoplados de manera
estricta, sino que serian equilibrios independientes que interactiian entre si de manera
alostérica (Cox y col., 1997; Cui y col., 1997; Horrigan y Aldrich, 1999; Horrigan y col.,
1999; Rothberg y Magleby, 1999; Cui y Aldrich, 2000; Rothberg y Magleby, 2000;
Horrigan y Aldrich, 2002; Magleby, 2003).

Ia interaccién alostérica de los 4 sensores de calcio con la apertura del canal ori-
gina un modelo cinético de dos filas y 10 estados (5 abiertos y 5 cerrados, Figura 3A)

(Cui y col., 1997). En este modelo se ha considerado un solo sitio de unién de calcio por

4K 32K 2/3K 173K 4] 3/2] 2/3] 174]
A C~—>CCape> CCape> CCaye> CCa, B ¢<>¢<>C<5C—g
L¢ ¢LC ¢LC3 ¢L€:3 tLC‘ L¢ tm tmz tms tuy
O OCape> OCaz«>OCaye> OCa, Q) <> 0; «> Q) = 0; «—> O,
4KC 3/2KC  2/3KC 1/4KC 4]D 32D 2/3D 1/4]D

Figura 3. Modelo de activacién alostérica para el canal MaxiK (Horrigan y Al-
drich, 2002).

A, Modelo de activacién alostérica por unién de calcio. B, modelo de activacion alosté-
rica por potencial. C, combinacién de esquemas A y B. D, representacion resumida del
modelo de activacion alostérica de 70 estados. Notese que el modelo se reduce al de 50
estados cuando E = 1.

C y O representan estados cerrados y abiertos del canal, respectivamente. En B, C; y O;
(7=0..4) representan estados cerrados y abiertos con 7 sensores de potencial activados.
En D, R y A representan los estados de reposo y activados de cada uno de los sensores
de potencial. X representa cada uno de los sitios de unién para calcio
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subunidad (de alta afinidad), que cada sitio es independiente de los dem4s (no hay co-
operatividad en la unién) y que todos tienen la misma constante de disociaciéon K. La
unidén de un calcio a un sitio de unién modifica la constante de equilibrio de apertura del
canal (L) por un factor C, y la sucesiva unidn a # sitios la modifica en un factor C". De
manera inversa y para respetar el principio de reversibilidad microscépica, cuando el
canal esta abierto la constante de unién para calcio se ve incrementada por el mismo
factor C. Un esquema similar, de 10 estados, se describié para la apertura del canal en
ausencia de calcio, en que la activacion de los sensores de potencial favorece alostérica-
mente el equilibrio entre cerrados y abiertos (Figura 3B) (Horrigan y Aldrich, 1999;
Horrigan y col., 1999). En este caso, también se supone un sensor de potencial por cada
subunidad, que se mueven de manera independiente y siempre con la misma constante
de equilibrio. En la columna izquierda de ambos esquemas se puede ver que el canal se
abre en ausencia de calcio y de potencial con una constante de equilibrio L que normal-
mente es muy pequefia y que se hace significativa conforme se va multiplicando por los

factores C'y D.

La combinacion entre los dos esquemas origina un modelo de 50 estados (Figura
3C), que luego ascienden a 70 si se considera el factor alostérico E: la interaccién entre
los sensores de potencial y los sitios de unién de calcio (Horrigan y Aldrich, 2002). A
pesar de tener un gran niimero de estados, se puede apreciar la simplicidad del modelo si
se le considera como la interaccion alostérica entre tres equilibrios (Figura 3D). De esta

manera, se aprecia también que éste queda definido por sélo 8 pardmetros: 3 constantes

de equilibrio (Lo, Jp y K.), dos dependencias de potencial (z; y z;) y los factores alostéri-
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cos C, D y E. Ky es la constante de disociacién de cada sensor de calcio, cuando el canal
esta cerrado y sin sensores de potencial activados. Ly es la constante de equilibrio para Ia
apertura del canal a potencial 0, sin sensores activados y en ausencia de calcio. Jj es la
constante de equilibrio para la activacién de cada sensor a potencial 0, con el canal ce-
rrado y en ausencia de calcio. z; y z; son los pardmetros que describen la dependencia de
potencial de las constantes L y J, respectivamente. C, D y £ son los factores alostéricos
que relacionan la unién de calcio y la apertura del canal; la activacién de un sensor de
potencial y la apertura del canal, y la activacion de un sensor de potencial y la unién de
calcio, respectivamente.

Finalmente, la probabilidad del estado abierto como funcién de la concentracién
de calcio y el potencial de membrana queda expresada por la ecuacion (1) (deducida en

el Apéndice 1):

P L(1+.JD+ KC + JKCDE)*
© "1+ JD + KC + JKCDE)' +(1+J + K + JKEY*

D,

en donde

p
J=J exp FV,K[Ca]yLLepﬂ.
RT K, RT

2.3. Modulacién del canal MaxiK

No sélo el potencial de membrana y la concentracién intracelular de calcio regu-
lan la Py del canal. Muchos otros factores del ambiente celular modifican tanto su sen-
sibilidad a calcio y potencial como las propiedades cinéticas de activacion y desactiva-

cién del canal. Existen evidencias de modulacién de la actividad del canal MaxiK por
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fosforilacion, por interaccién con proteinas G, por estimulacién mecénica ¥y por substan-
cias vasoactivas derivadas del endotelio (Vergara y col., 1998; Latorre y col., 2000).

El canal MaxiK de Drosophila (dSlo) puede interactuar con dos proteinas dife-
rentes, dSlipl y Slob. Ambas son proteinas solubles que interactitan con el canal MaxiK
por su lado intracelular. Mientras que Slob incrementa la Py del canal (Schopperle y
col., 1998; Zhou y col., 1999), dSlipl aparentemente disminuye el niimero de canales
MaxiK en la membrana (Xia y col., 1998).

El procesamiento alternativo del mRNA origina canales MaxiK con diferentes
propiedades, La mayoria de los sitios de procesamiento alternativo se encuentran en el
dominio intracelular, entre los segmentos hidréfobos S8 y $10. Estos sitios originan va-
riantes del canal que difieren principalmente en su sensibilidad a calcio y cinética
(Adelman y col,, 1992; Lagrutta y col., 1994; Tseng-Crank y col., 1994; Saito y col.,
1997). La regulacién de la expresion de estas variantes del canal MaxiK también es usa-
da como respuesta a eventos fisioldgicos. Por ejemplo en las células cromafines, secreto-
ras de adrenalina, la condicion de estrés promueve la expresion de una variante con ma-
yor sensibilidad a calcio y cinética de apertura mds répida, que a su vez permite un dis-
paro mas repetitivo de potenciales de accion (Xie y McCobb, 1998). Una variante identi-
ficada en el miometrio actia como dominante negativa, de manera que cuando ésta se
expresa el canal MaxiK es retenido en compartimentos intracelulares y disminuye su

expresion en la membrana plasmdtica (Zarei y col., 2001).
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3. Las Subunidades B del Canal MaxiK

La mayor variacién en las propiedades biofisicas del canal MaxiK se observa
gracias a la existencia de proteinas accesorias reguladoras denominadas subunidades
(revisadas en Orio y col., 2002). En mamiferos, se ha clonado hasta el momento 4 sub-
unidades B (B1-p4) (Knaus y col., 1994b; Xia y col., 1999; Meera y col., 2000; Uebele y
col., 2000; Brenner y col., 2000a). En Drosophila y C. elegans no se ha reportado nin-
guna y se conoce solo una subunidad § clonada en aves (Oberst y col., 1997).

Las 4 subunidades B de mamifero —y la subunidad B de aves— comparten la mis-
ma prediccién de topologia en la membrana: dos segmentos de transmembrana conecta-
dos por un lazo de 120 a 126 aminoacidos y extremos N- y C-terminal orientados hacia
el citoplasma (Figura 1). El largo total de las subunidades [ oscila entre los 191 (B1) y
279 (B3d) aminodcidos. La mayor similitud de secuencia es entre las subunidades p1 y
B2 (46%), y las subunidades 2 y B3 (47%). La subunidad 4 es la més distinta de todas
(similitud menor a 40%). En el caso de la subunidad B1, su secuencia se conoce en 6

especies y la similitud de secuencia entre ellas es superior al 85%.

3.1. Lasubunidad B1

La primera subunidad B del canal MaxiK en ser clonada fue identificada como
una proteina de alta afinidad por CTX (Knaus y col., 1994a; Knaus y col., 1994b; Knaus
y col., 1994c). Esta proteina de 191 amino4cidos se encuentra preferentemente en diver-

sos tipos de musculatura lisa y muy poco en otros tejidos (Chang y col., 1997).
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El efecto mas notorio de la coexpresion de la subunidad B1 con el canal MaxiK
es una mayor sensibilidad a calcio. En las concentraciones mas bajas de calcio no hay un
gran efecto de la subunidad B1 sobre los valores de ¥y s, sin embargo al aumentar la con-
centracion del catién divalente el valor de V5 es menor en comparacién al canal en au-
sencia de subunidad B (Figura 4). En otras palabras, en presencia de la subunidad Bl el
calcio tiene un mayor efecto sobre los valores de Vp3, efecto que sélo se aprecia en con-
centraciones de calcio superiores a 100 nM (Meera y col., 1996). Sin embargo, estudios
mas detallados mostraron que en ausencia de calcio la subunidad B1 también modula la
Pg) del canal, A potenciales de membrana menores de 150 mV, la Py es mayor en pre-
sencia de la subunidad 1. Al mismo tiempo, el ¥y 5 es més positivo y la dependencia de
potencial es menor (Figura 4) (Cox y Aldrich, 2000; Nimigean y Magleby, 2000).

Hay también otros efectos de la subunidad 1 sobre el canal MaxiK que no de-

[Cd"1=3uM

[C22*] <100 nM

-100 0 100 200
Em (mV})

Figura 4. Efecto de la subunidad B1 sobre la sensibilidad a calcio y potencial del
canal MaxiK.

Se grafica curvas idealizadas de Py vs. potencial de membrana para canales compues-
tos por subunidades o solas o por subunidades a+p1, en dos concentraciones de calcio
intracelular. Las curvas fueron generadas de la misma manera que en la Flatffad S\

S S
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penden de la concentracion de calcio. Por una parte, la relajacion de las corrientes ma-
croscopicas ante pulsos cuadrados de potencial es mucho mas lenta en presencia de la
subunidad Bl que en ausencia de ésta. Ademds, la subunidad B1 modula la interaccion
del canal con toxinas y drogas: aumenta la afinidad por las toxinas CTX (subunidad B1
bovina, pero no la humana) e iberiotoxina (IbTX) (Dworetzky y col., 1996; Hanner y
col., 1997) y permite la activacion del canal por dehidrosoyasaponina-I (DHS-I) (Tanaka
y col., 1997) y por estrégenos y compuestos relacionados (Valverde y col., 1999; Dick y
col., 2001; Dick, 2002).

3.2. La subunidad B2

La subunidad B2 del canal MaxiK fue clonada buscando secuencias similares a Ja
subunidad 1 en bases de datos de ESTs humanos (Wallner y col., 1999; Xia y col.,
1999; Uebele y col., 2000). Se encuentra preferentemente en rifién, pancreas y cerebro, y
su principal caracteristica es un motivo o dominio de inactivacién rapida en su extremo
N-terminal. Debido a este dominio, las corrientes del canal en presencia de la subunidad
P2 se inactivan rdpidamente luego de evocarlas con un pulso de potencial. La inactiva-
cion es un proceso diferente al cierre de los canales; en este caso la via de conduccién
del canal es ocluida por el extremo N-terminal de la subunidad B2 y no por la compuerta
natural del canal, que permanece abierta. A este fenomeno, caracteristico de muchos
canales, se le denomina ‘inactivacion rapida’, ‘inactivacién tipo N’ o ‘inactivacién de
bola y cadena’ (Bezanilla y Armstrong, 1977; Hille, 2001). El fenémeno de inactivacion
desaparece completamente si se remueve el extremo N-terminal de la subunidad B2, ya

sea por tratamiento con tripsina o por técnicas de biologia molecular (Wallner y col.,
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1999). Mas ain, basta con eliminar o sustituir por glicina desde el segundo al cuarto
aminodcido de la subunidad B2 (secuencia FIW) para que la inactivacién desaparezca
casi por completo (Xia y col., 2003).

Respecto a las otras propiedades del canal, la subunidad 2 tiene efectos simila-
res a los de la B1. Esta también aumenta el efecto del calcio sobre el canal de manera
similar a B1, y no altera significativamente la constante de disociacién de CTX, pero
hace més lentas la asociacion y disociacién de la toxina, al igual que la subunidad $1
humana (Xia y col., 2000). Ademés, en presencia de la subunidad B2 se observa rectifi-
cacién de las corrientes instantaneas (Zeng y col., 2002; Zeng y col., 2003), pero en me-
nor magnitud que en presencia de las subunidades B3 (ver mas adelante)

3.3. Las subunidades B3

La bisqueda de proteinas similares a las subunidades B1 y B2 llevd a la identifi-
cacion de una nueva integrante de la familia de las subunidades B del canal MaxiK, Ila-
mada B3 (Riazi y col., 1999; Uebele y col., 2000; Brenner y col., 2000a). En este caso, y
a diferencia de las anteriores subunidades B, se identificé 4 variantes de procesamiento
alternativo del mRNA, que fueron denominadas B3a, b, ¢ y d. Las diferencias entre ellas
se encuentran sélo en la longitud y la secuencia de la regién N-terminal, Las subunida-
des 33 se expresan preferentemente en testiculo, pancreas, rifién y bazo.

El efecto més notorio de las subunidades 3a, b y ¢ es, al igual que Ia B2, una in-
activacion rapida. La inactivacion producida por p3b es mas rdpida y hace, ademds, que
la cinética de activacion sea aparentemente mas rapida (Uebele y col., 2000; Xia y col.,

2000). Un efecto que todas las subunidades B3 tienen sobre el canal (y quizés el dnico
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efecto de la subunidad B3d) es una rectificacion de las corrientes instantineas. Es decir,
cuando el canal estd abierto, la relacién corriente/potencial no es una linea recta en todo
el rango de potencial. A potenciales menores que -50 mV, la corriente es significativa-
mente menor que a +30 mV en presencia de las subunidades B3 (Zeng y col., 2001; Zeng
y col., 2002). Asi, las corrientes del canal MaxiK se ven fuertemente disminuidas cuan-
do hay una hiperpolarizacion pronunciada, Este efecto es modulado por el ambiente re-
dox en el lado extracelular e involucra a las cisteinas extracelulares de las subunidades
B3 (Zeng y col., 2003).

Ninguna de las subunidades B3 produce cambios notorios en el efecto que el cal-
cio tiene sobre el canal MaxiK (Uebele y col., 2000; Brenner y col., 2000a).

3.4. La subunidad 34

La subunidad 4 fue clonada junto con la subunidad B3 y con la misma metodo-
logia (Meera y col., 2000; Weiger y col., 2000; Brenner y col., 2000a). Se expresa abun-
dantemente en el cerebro. El efecto que tiene sobre la sensibilidad a calcio del canal es
bifisico: en concentraciones de calcio menores de 10 1M, los valores de Vp 5 son mayo-
res que en ausencia de subunidad f§ (efecto opuesto al de las subunidades 1 y B2); mien-
tras que por sobre 10 pM calcio los valores de ¥ 5 se hacen més negativos (Weiger y
col., 2000; Brenner y col., 2000a). El acoplamiento funcional de la subunidad B4 con el
canal es ademds regulado por fosforilacién de residuos en ambos dominios intracelulares

de B4 (Jin y col., 2002).
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La subunidad P4 también modula Iz union de CTX e IbTX al canal, haciendo
mucho mas lenta la cinética de unién y disociacién (Meera y col., 2000), y también per-

mite la activacion del canal por 17-B-estradiol (Behrens y col., 2000).

4. El Canal MaxiK en la Vasodilatacién y el Efecto de Estro-
genos

4.1. Control fisiolégico de la presion arterial

La presi6n arterial estd comandada por dos factores: la fuerza impuisora imparti-
da por el corazén y la resistencia periférica del sistema vascular, que depende del didme-
tro de vasos, arterias pequefias y arteriolas. El didgmetro de vasos y arterias estd goberna-
do por el tono contractil de la musculatura lisa que forma la pared vascular. La contrac-
cion de las fibras musculares esta controlada por la concentracién del calcio intracelular.
Este catién, por medio de la calmodulina, activa la quinasa de la cadena liviana de la
miosina (MLCK), permitiendo el movimiento de las cadenas de miosina respecto a las
de actina. Este proceso se mantendrd mientras exista ATP y se mantengan los niveles de
calcio elevados por encima de los valores basales. A diferencia de otros tejidos muscula-
res, el misculo liso vascular presenta un tono contréctil basal, caracterizado por niveles
de calcio ligeramente superi;)res a los observados en un estado de relajacion muscular.
Cualquier estimulo que determine un aumento de la concentracién intracelular de calcio
aumentara la contraccidn muscular, disminuird el didmetro de los vasos y aumentard la

presion arterial. Este estimulo puede ser una despolarizacién que active canales de calcio

dependientes de voltaje (aumentando la entrada de calcio desde el medio extracelular),




Introduccion 18

de manera que el potencial de membrana de las células de la musculatura lisa vascular es
un factor determinante en la regulacion de la presion arterial.

4.2. Las ‘chispas de calcio’ v el canal MaxiK

No s6lo los aumentos globales del calcio intracelular tienen un papel en la sefiali-
zacion por calcio; existen aumentos transitorios y localizados (‘chispas de calcio’) que
en los tltimos afios han cobrado gran importancia en la fisiologia de células musculares,
particularmente en el misculo liso (Jaggar y col., 2000). Una chispa de calcio consiste
en un aumento en la concentracion de calcio 2 valores entre 10 y 100 pM en una regién
muy pequefia (~ 1% del volumen celular). Se produce por la apertura de un grupo de
canales de calcio sensibles a ryanodina localizados en el reticulo sarcoplismico. Si bien
las chispas de calcio producen un leve aumento global en el calcio intracelular, su efecto
mas pronunciado es el de activar grupos de canales MaxiK localizados precisamente en
las cercanias del lugar en donde se produce la chispa. El aumento localizado de la con-
centracion de calcio induce entonces corrientes de salida (de potasio) espontineas y
transitorias (spontaneous transient outward currents, STOCs), que hiperpolarizan la
membrana celular. La magnitud y frecuencia de estas chispas de calcio tiene entonces un
gran impacto en el potencial de membrana y, por lo tanto, en el tono contractil de la
musculatura lisa (Jaggar y col., 2000).

Para una correcta sefializacién por calcio del sistema (chispa de calcio - STOC —
hiperpolarizacion), la sensibilidad de los canales MaxiK a los aumentos de calcio debe
estar ajustada finamente. Este es el papel de la subunidad 1, ampliamente expresada en

el masculo liso, ya que en su presencia el canal se abre a concentraciones de calcio a las
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cuales el canal formado sélo por la subunidad « no lo hace, La importancia de la subuni-
dad 1 se demostré experimentalmente en el analisis de un ratén knock-out que carcce
del gen de la subunidad B1. Al carecer de esta subunidad regulatoria, las chispas de cal-
cio en la musculatura lisa no son capaces de provocar STOCs, los miocitos tienen un
tono contractil elevado y los ratones son hipertensos con respecto a ratones controles
(Brenner y col., 2000b). Asf también, otros estudios han correlacionado una disminucién
en la expresion de la subunidad B1 del canal MaxiK con la hipertensién (Amberg y San-
tana, 2003; Amberg y col., 2003).

4.3.  Efectos de los estrogenos en la vasoregulacién

Los estrdgenos tienen un conocido efecto protector contra enfermedades cardio-
vasculares: las mujeres en edad fértil —y aquellas que después de la menopausia reciben
terapia de reemplazo hormonal- tienen una menor incidencia de enfermedades cardio-
vasculares. Esto se debe a diversos efectos que las hormonas femeninas tienen sobre el
sistema vascular, que incluyen efectos gendmicos a largo plazo, y efectos rapidos no
gendmicos (Orshal y Khalil, 2004). Entre los mecanismos reportados se encuentran la
modulacién del metabolismo de los lipidos y diversos cambios en el endotelio y la mus-
culatura lisa vascular. Estos taltimos conducen a un menor tono vascular y la consiguien~
te vasodilatacion (Pham y Rosen, 2002; Orshal y Khalil, 2004).

Desde hace muchos afios los efectos no genémicos de 17-B-estradiol y otras
hormonas esteroidales han captado la atencion (revisados en Falkenstein y col., 2000;
Losel y col., 2003). Estos son efectos que no son mediados por la via de accidn clasica

de estas hormonas, que es la regulacion de la expresion génica, sino por otros mecanis-
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mos de los cuales s6lo en algunos casos se conoce el mecanismo molecular. Los efectos
no gendémicos se-observan en el lapso de minutos o segundos después de aplicar la hor-
mona, mientras que los efectos gen6micos tardan horas o incluso dias. Particularmente y
respecto a la vasoregulacidn, se ha reportado en diversos modelos experimentales que
17-B-estradiol produce una vasodilatacién rapida de la musculatura lisa vascular en for-
ma independiente del endotelio (Jiang y col., 1991; Gilligan y col., 1994; Shaw y col,,
2000). Esta vasodilatacion rapida se ha explicado por inhibicién de canales de calcio
tipo L (Sheldon y Argentieri, 1995; Ruehlmann y col., 1998) y activacién de canales
MaxiK por un mecanismo dependiente de fosforilacién y mensajeros intracelulares
(White y col., 1995; Rosenfeld y col., 2000). Sin embargo, a nivel molecular no se ha
identificado ninglin receptor de membrana para estradiol que dé cuenta del fenémeno.

44. Activacion del canal MaxiK por 17-B-estradiol

En un trabajo de nuestro laboratorio mostramos que el 17-B-estradiol puede acti-
var al canal MaxiK cuando éste es expresado en oocitos de X. laevis. Este efecto requie-
re de la presencia de la subunidad B1, y no es mediado por segundos mensajeros ya que
el 17-B-estradiol activa al canal MaxiK reconstituido en bicapas lipidicas, método expe-
rimental en donde todo tipo de mensajeros intracelulares esta ausente (Valverde y col.,
1999). La activacion también se observé usando estradiol conjugado quimicamente con
BSA, compuesto que no atraviesa la membrana plasmdtica. En este caso, la activacién se
observo al aplicar el compuesto por el lado extracelular pero no por el intracelular. Estas
y otras evidencias presentadas sugieren que, en presencia de la subunidad B1, el 17-B-

estradiol interactia directamente con el canal MaxiK por el lado extracelular de la mem-
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brana. Si bien la afinidad de esta interaccion (ECsy = 2,6 uM) es baja comparada con la
interaccién de estradiol con sus receptores clésicos, se encuenira perfectamente dentro
del rango reportado para el efecto vasodilatador de 17-B-estradiol en algunos sistemas
(Salas y col., 1994; Kitazawa y col., 1997)

De manera similar, otros trabajos han reportado que, en presencia de la subuni-
dad B1, el canal MaxiK puede ser activado por tamoxifeno (un antagonista no esteroidal
de 17-B-estradiol) y Faslodex (ICI 182780, un antagonista esteroidal), también en pre-
sencia de [a subunidad Bl (Dick y col., 2001; Dick y Sanders, 2001; Dick, 2002). El
efecto de tamoxifeno también serfa solo por el lado extracelular de la membrana (Dick y
col., 2002). Ademds, se ha reportado activacion del canal MaxiK por 17-B-estradiol en
presencia de la subunidad p4 (Behrens y col., 2000).

Todos estos resultados proponen a la subunidad B1 del canal MaxiK como la
identidad molecular de al menos uno de los objetivos del 17-B-estradiol y compuestos
relacionados en la musculatura lisa vascular. Es posible que el efecto vasodilatador de
los estrogenos sea la suma de muchos mecanismos, pero la investigacién de la subuni-
dad B1 como receptor de 17-B-estradiol arrojard importantes luces sobre la interaccién
hormona-proteina y la modulacion del canal MaxiK. Igualmente, sentara las bases para

el desarrollo de nuevos farmacos vasodilatadores.
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5. Objetivos

5.1. Obijetivo General e Hipotesis de Trabajo

El Objetivo General propuesto en este trabajo de tesis es definir bases molecu-
lares para los efectos que las subunidades 1 y B2 tienen sobre las dependencias a
calcio y potencial del canal MaxiK y sobre su activacion por estrégenos.

Este objetivo se desarrollaré sobre la base de la hipétesis de que los distintos
efectos que las subunidades B1 y B2 tienen sobre las propiedades biofisicas del canal
MaxiK, se originan en interacciones moleculares especificas. En otras palabras, este tra-
bajo de tesis buscard determinantes moleculares para algunas de las interacciones entre
el canal MaxiK y sus subunidades 1 y 2. Esta bisqueda se centrara en: a) el efecto de
las subunidades B1 y B2 sobre la compuerta de activacion del canal y sus sensores de
calcio y de potencial, b) determinantes moleculares de la activacién del canal MaxiK por
17-B-estradiol y compuestos relacionados y c) la identificacion de dominios funcionales
en las subunidades B1 y B2 que se asocien a los efectos previamente mencionados. Cada
uno de estos puntos se desarrolla en los Objetivos Especificos.

5.2. Obietivos Especificos

1) Caracterizar biofisicamente el efecto de Ias subunidades B1y 2 sobre las
caracteristicas de activacién macroscépica del canal MaxiK, interpretando los re-
sultados en el marco del modelo de activacion alostérica por calcio y potencial.

Como se mencioné en la seccién 3.2, la subunidades B2 y Bl del canal tienen
efectos aparentemente similares sobre la dependencia a calcio y potencial del canal

MaxiK. Sin embargo, éstos han sido estudiados de manera detallada sélo para la subuni-
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dad B1 y es necesario un estudio detallado de los efectos de la subunidad P2 para esta-
blecer similitudes y diferencias que puedan entregar pistas importantes sobre el funcio-
namiento del canal. Tampoco hay datos acerca de los efectos que tiene la subunidad B2
sobre la cinética macroscopica de apertura y cierre del canal, ya que sélo se ha estudiado
en detalle el fendmeno de inactivacion.

Se relacionara los efectos determinados con las distintas maquinarias moleculares
que se han identificado en el canal MaxiK: la compuerta, los sensores de potencial y los
sensores o sitios de unién de calcio. Esto se lograra estudiando en detalle los efectos de
las subunidades [ y determinando qué cambios en los parametros del modelo de activa-
cién alostérica (descrito en la seccion 2.2) pueden dar cuenta de los efectos observados.

2) Estudio Farmacologico del efecto de estrogenos sobre el canal MaxiK.

Se pretende, por una parte, identificar los grupos quimicos de la molécula de 17-
B-estradiol necesarios para su unién a la subunidad 1 del canal MaxiK. Esto se har
determinando el efecto que otros agonistas y antagonistas de 17-B-estradiol tienen sobre
el canal MaxiK en presencia de su subunidad B1. Por otra parte se estudiara el efecto de
estos compuestos en presencia de otras subunidades B, como un primer paso en la defi-
nicién de los dominios de la subunidad 81 que son necesarios para la activacion del ca-
nal por estrogenos.

3) Asociar los efectos estudiados de las subunidades 1 y 2 a dominios dis-
cretos de éstas.

El tercer objetivo especifico pondré a prueba la hipétesis de trabajo desde el pun-

to de vista de las subunidades B, es decir, se buscara si los efectos estudiados pueden
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asociarse a algln(os) dominio(s) de éstas. La herramienta experimental de este objetivo
sera la construccion y caracterizacion de subunidades B quiméricas compuestas por dis-
tintas partes de las subunidades Bl y B2. Se abordaran todas las diferencias entre ambas
subunidades que se encuentren en el desarrollo de los objetivos especificos 1 y 2, inclu-
yendo efectos en la sensibilidad a calcio y potencial del canal, cambios en la cinética

macroscdpica y el efecto de 17-f-estradiol.
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MATERIALES Y METODOS

1.  Biologia Molecular

1.1. Clones v vectores utilizados

Se utilizaron los ¢cDNAs de subunidad o de BK de miometrio humano, la sub-
unidades B1, f2 y B4 de humano y la subunidad 2 de humano sin dominio de inactiva-
cion rapida (B2IR). Todos éstos fueron donados por la Dra. Ligia Toro (UCLA) en los
vectores pGEMzf9- (utilizado para transcripcién in vitro) y pcDNA3 (utilizado para
transfeccion de células HEK293),

1.2.  Construccién de subunidades § quiméricas.

Se utiliz6 el método de solapamiento de partidores para obtener subunidades B
quiméricas que contienen distintos fragmentos de las subunidades p1 y B2IR. EI método
consiste en obtener por reaccién en cadena de polimerasa (PCR) los fragmentos que se
desea combinar de las subunidades [ nativas (Figura 5, reacciones la, 1by 1c). Algunos
de los partidores utilizados contienen una secuencia solapada, es decir, que es comple-
mentaria con el DNA de la otra subunidad B (partidores de 2 colores en la Figura 5). De
esta manera, los fragmentos obtenidos pueden combinarse en sendas reacciones de PCR
(2a y 2b) hasta formar un solo producto de PCR que contiene la secuencia de DNA para
una proteina quimérica. Luego, este fragmento es insertado en uno de los vectores de

origen mediante corte con enzimas de restriccion (3a, 3b) y una posterior ligacién (4).
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Figura 5. Esquema del método utilizado para la construccion de subunidades B
quiméricas.

Con el método descrito se obtuvo las quimeras B2LB1 (B2-IR con el lazo extrace-

lular de B1) y BILPB2 (opuesta a la anterior). Un esquema de éstas se puede ver en la Fi-

gura 6.

B1 B2-IR 112

Figura 6. Esquema de las subunidades  quiméricas construidas.
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2.  Expresion heteréloga y electrofisiologia.

2.1. [Expresion heterdloga

Se han utilizado dos sistemas de expresién: (a) transcripcién in vitro (mMES-
SAGE mMACHINE, Ambion) para obtener mRNAs que fueron inyectados en oocitos
de X. leavis (Stithmer y Parekh, 1995) v (b) transfeccién de células HEK293 con los
DNAs que codifican para la subunidad o y distintas subunidades f del canal MaxiK. La
mayor parte de los resultados presentados en este trabajo fueron realizados expresando
el canal MaxiK en oocitos. Los experimentos realizados en células HEK293 se encuen-
tran especificados en Jas leyendas de figuras.

La transfeccién de DNA se realiz6 con Lipofectamina Plus (Invitrogen), usando
las cantidades de DNA recomendadas por el fabricante. Al contransfectar subunidades o
y B, se usd una razén a:p=1:2 en pg.

Para la microinyecciéon de cRNA en oocitos, se inyecté 0.75 a 2 ng de cRNA de
subunidad o. por oocito; para la coexpresion con subunidades B, se inyecté 0.5-1.5ng de
cRNA de o + 2 a 3ng de cRNA de subunidad B por oocito. Se probé razones peso/peso
a:f} de 1:2 y 1:4 (equivalentes a una razén molar aproximada de 1:6 y 1:12, respectiva-
mente), sin encontrar diferencias entre ambas condiciones. Para los experimentos en los
cuales se necesité una mayor expresion de canales, se inyectd 30 ng de subunidad « sola
0 12.5 ng de subunidad a + 25 ng de subunidad B por oocito. La concentracién del
cRNA se midid espectrofotométricamente por absorbancia a 260 nm y éste fue disuelto

en agua libre de nucleasas (Winkler).
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2.2. Registros electrofisiolégicos

Las corrientes macroscopicas se registraron usando la técnica de patch-clamp 1 a
4 dias después de la transfeccion del DNA o inyeccién del cRNA. Para el estudio del
efecto de estradiol y tamoxifeno sobre los canales se us6 la configuracion outside-out, y
para el estudio del efecto del calcio intracelular sobre el canal se usé la configuracién
inside-out.

Las pipetas de parch se fabricaron en un estirador horizontal de pipetas (Sutter
Instruments Co., modelo P80/PC). Se usé capilares de vidrio borosilicato de composi-
cion Corning 7740 (Pyrex) y composicién Corning 8520 (Warner Instruments). Las re-
sistencia de las pipetas usadas fue de 0.8 a 1.5 MOhm (usando soluciones de K* 110
mM).

Los registros de corriente se hicieron con un equipo EPC-7 (List-Medical), pasa-
dos por un filtro pasabajo de 8 polos (Frequency Devices) y adquiridos en un computa-
dor mediante una tarjeta NI-PCI-6014 (National Instruments) y un software propio des-
arrollado en el ambiente de programacién LabView (National Instruments). Se analiza-
ron con los programas Analysis (desarrollado por Viktor Grabarchuk en el laboratorio
del Dr. Francisco Bezanilla, UCLA) y pClamp 9 (Axon Instruments).

2.3. Soluciones de registro electrofisiolégico

Para los registros electrofisiolégicos, las soluciones utilizadas fueron (en mM):

110 {oocitos) 6 140 (células) KOII, 10 HEPES, 2 KCl y 5 EGTA (calcio 0 a 500nM),
HEDTA (calcio libre entre 500 nM y 20 uM), 6 NTA (calcio > 20 pM); todas ajustadas

a pH 7.4 con é4cido metanosulfénico. Dependiendo de la magnitud de las corrientes re-
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gistradas, y para evitar errores de caida de potencial por la resistencia en serie, en algu-
nos experimentos en oocitos se utilizo soluciones conteniendo 36 KOH, 74 N-metil-D-
glucamina y el resto de los componentes iguales a los ya descritos. Como solucién de
pipeta se usé siempre una de 100 nM Ca®* o menor.

La concentracion de calcio se ajustd agregando CaCl; y calculando la concentra-
cién de calcio libre con el programa WinMaxChelator (http://www.stanford.eduw/
~cpattor/maxc.html). Posteriormente fue comprobada con un electrodo de calcio (World
Precision Instruments).

En los experimentos con 17-B-estradiol, éste se diluyd en etanol puro para tener
una solucién stock 5 6 10 mM, que luego fue diluida en la solucién de registro corres-
pondiente para alcanzar la concentracion deseada de 17BE. En el caso de Tamoxifeno, se
usé una solucidén 5 mM en etanol al 70%. En ambos casos, el etanol en la solucién de
registro no superd el 0,1%; concentracién que no tiene efecto sobre el canal MaxiK en

las condiciones estudiadas (o mostrado).

3. Analisis de los datos

3.1. Anilisis de propiedades en estado estacionario

Para determinar la Py del canal y su dependencia de calcio y potencial, se aplico
a los parches de membrana un protocolo de colas. Este consiste en aplicar un pulso va-
riable de potencial (pulso de prueba) que abre el canal, y luego de que se alcanza el esta-
do estacionario se aplica un pulso fijo (cola) que cierra el canal, tipicamente a -60 mV.
En la Figura 7 (pagina 36) se muestran de manera grafica algunos ejemplos de protoco-

los de cola aplicados.
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Para cada experimento los valores instantineos de corriente de cola fueron grafi-
cados contra el potencial de prueba y se les rest6 la recta definida por 4 a 10 puntos de
menor potencial, para eliminar cualquier componente lineal proveniente de fugas de co-
rriente en el parche o de corrientes originadas por la capacidad de la membrana. Se utili-
z6 la funcion Solver de Microsoft Excel para ajustar los datos corregidos a una ecuacion

de Boltzmann:

G - Gmax (2),

RWELER)

en donde Gy es la conductancia méxima obtenida, z es una constante que da cuenta de
la dependencia de potencial, ¥} 5 es el potencial en que se obtiene la mitad de la conduc-
tancia, & es la constanie de Faraday (96500 C/mol), R es la constante de gases (8.314
J/(molxK)) y T la temperatura absoluta (usualmente 295K). Del ajuste de los datos de G
vs. V se obtuvo los valores de Guay, z y Vp 5. Para las concentraciones mas bajas de calcio
solo se pudo colectar datos de conductancias muy bajas por los que la estimacién de
Gmax es incierta o imposible mediante ajuste no lineal. En estos casos se fij6 Gmax
usando el valor obtenido a concentraciones de calcio mas altas en el mismo experimen-
to. Para los andlisis posteriores, se trabajé con los valores de G/Gpgy.

3.2. Ajuste v anilisis estadistico de los valores de V5

Para caracterizar el cambio de energia libre AG inducido por el aumento de la
concentracion de calcio, se usé el software Prism 4.0 (GraphPad) para ajustar los datos

de AG/[Ca®"] a la siguiente ecuacién sigmoidea de concentracidn-efecto:
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AG® - AG”
IO]UgECm
+ ( 10]og[Caz*] )

En la ecuacién (3), AG® y AG™ son los valores de AG en ausencia de calcio y en

AG = AG® -

. €)

calcio saturante, respectivamente; ECsg es la concentracion de calcio en la que se obtiene
la mitad del efecto y » es el nimero de Hill o coeficiente de cooperatividad. Ya que las
concentraciones de calcio usadas estdn distribuidas uniformemente en una escala loga-
ritmica, se ajustd los datos de AG contra log[Ca®*] v se obtuvo un logECs9 que fue con-
vertido a ECsp aplicando antilogaritmo. De esta manera se le dio el mismo peso estadis-
tico a los datos en toda la escala de concentraciones de calcio.

3.3. Prueba estadistica F de suma de cuadrados

Para probar estadisticamente la diferencia de un pardmetro en el ajuste de 2 6
mas grupos de datos, se usé una prueba F de suma de cuadrados para comparar ajustes
independientes contra un ajuste global. Esta prueba, realizada de manera automatica por
el programa Prism 4.0 (GraphPad), consiste en realizar dos ajustes: en uno se ajusta cada
conjunto de datos de manera independiente y en el otro se realiza un ajuste simultineo
de todos los datos buscando el mejor ajuste en el que un parametro es el mismo para
todos los conjuntos de datos. Con la razén entre las sumas de cuadrados obtenidas en
cada ajuste, normalizadas por los grados de libertad, se obtiene una razén F, que indica
cual de los dos ajustes es mas probable. Este valor es convertido luego a una probabili-

dad P.
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3.4. Analisis de pendiente limite

Para determinar la dependencia de potencial limite del canal MaxiK se necesita
determinar valores de Py muy bajos, cercanos a 105, Para esto se registré los eventos
unitarios de apertura de canales en parches que contienen cientos o miles de canales en
condiciones de probabilidad del estado abierto muy baja. Para la subunidad «, los datos
se adquirieron digitalmente a razén de 33.333 6 50.000 muestras por segundo y fueron
filtrados a 6.6 6 10kHz. Para canales a+p1 y a+B2IR, se adquirié a 20.000 muestras por
segundo y se filtré a 3 6 4kHz. Se construyé histogramas de amplitud de los registros y a
los picos observados se les asignd los estados de conductancia #=0,1,2,3... correspon-
dientes al niimero de canales abiertos, desde £=0 para el pico de menor valor de corrien-
te. La probabilidad (Px) de cada estado abierto £ se determind como la razén entre el drea
del pico (con un criterio de ¥z de la amplitud) y el drea total. Luego, la probabilidad total

de encontrar un canal abierto (NP) se calculé con la formula
NP, = Z kP, .

Donde N es el nimero de canales presentes en la membrana. Para los potenciales
mayores a 50 mV, se calculé NP midiendo corrientes macroscépicas con un protocolo
de colas, y normalizando el valor de cortiente de cola por la conductancia unitaria (se
supuso igual a 220 pS) y el potencial de cola.

En algunos experimentos, se calcul6 el niimero de canales en el parche () su-
biendo la concentracion de calcio intracelular a 3 uM y efectuando un analisis de ruido
no estacionario (Alvarez y col., 2002), o subiendo el calcio a 500 pM y midiendo la

conductancia del parche entre -10 y +10 mV. De esta manera, se pudo establecer un va-




Materiales y Métodos 33

lor de Py que luego sirvié para normalizar y promediar el resto de los experimentos.
Atin asi, los valores absolutos de Py pueden contener errores que hacen poco confiable
la determinaci6n del pardmetro Ly por este método (ver texto y ecuacién (6) en Resulta-
dos).

3.5. Ajuste al modelo alosiérico de 70 estados

Para cada concentracion de calcio se obtuvo un valor promedio de Vs Vs> y
luego cada curva G/V se desplazo en el eje de potencial en un AV=V, 5—<Vys5>. De esta
manera, se elimino de los datos la variabilidad de ¥y tipica del canal MaxiK y al mismo
tiempo se preservd la forma de las curvas G/V. Cada curva, constituida hasta por 300
puntos, fue reducida a 40 puntos usando la funcién smooth del programa Sigmaplot 8
(SPSS Inc.). Estos conjuntos de 40 puntos fireron ajustados a la ecuacién (1), por mini-
mizacion de los cuadrados de las diferencias con un algoritmo Marquardt-Levenberg en
el programa SigmaPlot 8 (SPSS Inc.). Las restricciones impuestas a los parametros fue-
ron: las constantes de equilibrio Jy, Ly y Ky se restringieron a valores mayores que 0; z;
se supuso mayor que 0.3, mientras que z;, sobre la base de los resultados de pendiente
limite, se restringié a un valor entre 0.25 y 0.35. Finalmente, las constantes alostéricas
C, Dy E fueron sélo restringidas a ser mayores que 0. Al ajustar, se probaron varios sets
de pardmetros iniciales. Mientras algunos originaron soluciones con valores fuera de Io
razonable, otras convergieron a conjuntos de pardmetros muy similares. Entre estas tl-

timas se escogi6 el ajuste con el menor valor de ° informado por el programa.
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3.6. Anailisis de la cinética de las corrientes

Las corrientes macroscépicas de activacion del canal fueron ajustadas a una

ecuacion exponencial simple con un retraso en la activacion, de la forma

1) - Im(l—exp(t; Al )]
act (4),

en donde 1, es la constante de tiempo de activacion (T,,C;:kgc,«—l) y At es el retraso

en la activacion, relacionado con el tiempo entre la aplicacion del potencial y el estable-
cimiento de un curso exponencial simple en la corriente. El ajuste se realizé con el pro-
grama Prism 4.0 (GraphPad).

La corriente de desactivacion o cierre fue ajustada a una exponencial simple, sin

cuantificar el retraso, utilizando el programa Clampfit 9 (Axon Instruments).
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RESULTADOS

1. Efectos de las subunidades B1 y B2-IR sobre el canal

MaxiK
1.1.  Efectos de las subunidades B1 v B2 sobre las propiedades del canal en estado

En la Figura 7 se resumen los efectos de la concentracién de calcio intracelular y
el potencial de membrana sobre el canal MaxiK. Al despolarizar la membrana celular la
probabilidad de encontrar el canal abierto (P(g) se incrementa incluso en la virtual au-
sencia de calcio intracelular (Figura 7A, o). Al aumentar la concentracién de caleio in-
tracelular la Py aumenta a potenciales menores, es decir, se necesita menos potencial
para abrir el canal y la relacién PV se desplaza hacia la izquierda. Para cuantificar
este desplazamiento se puede ajustar los datos a una funcién de Boltzmann (ecuacién
(2)) y obtener el Vs o potencial en que Pp=0.5. Este valor, relacionado a la energia
necesaria para abrir el canal, se hace menor cuando la concentracién de calcio aumenta.

En presencia de la subunidad B1 el efecto mas evidente es un mayor desplaza-
miento de la curva de P(g)/V al aumentar la concentracién de calcio; a 2,8uM el valor de
Vo5 es menor para a+f31 que para o (Figura 7B, a+p1). Sin embargo, si la concentracién
de calcio es de 5 nM el efecto de la subunidad B1 es el inverso: el valor de V5 es mayor

para o+f1 comparado con «; la curva se desplaza hacia la derecha. Ademas se observa
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que la dependencia de potencial (indicada por el valor de z en el ajuste a la funcién de
Boltzmann) se hace menor en presencia de la subunidad p1.
La subunidad B2 tiene en su extremo N-terminal un motivo de inactivacion répi-

da, de manera que al coexpresarla con el canal las corrientes evocadas por despolariza-

2+ 2+
A 5 nM Ca 28 M Ca B 1
. o
'g 0.8
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0.2
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Figura 7. Corrientes macroscépicas de canales MaxiK en ausencia y presencia de

subunidades p1, B2 y B2IR.

A, Corrientes registradas en parches de membrana en configuracién outside-out de la
técnica de patch clamp. La columna izquierda muestra corrientes registradas con una
solucién intracelular de 5 nM Ca®*. A la derecha, corrientes registradas en 2.8 pM de
Ca™ intracelular. Abgjo se representan de manera gréfica los protocolos de potencial
utilizados en cada caso. Los niimeros indican la magnitud del potencial aplicado en
mV. B, Grafico de las corrientes de cola normalizadas versus el potencial de prueba de
los registros mostrados en A. Los tridngulos vacios corresponden a 5 nM calcio y los
llenos, a 2.8 uM. Las lineas corresponden al mejor ajuste a una distribucién de Boltz-
mann. Junto a las curvas se muestran los valores de Vy5y z correspondientes al prome-

dio de varias observaciones.
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cién se inactivan rapidamente (Figura 7A, o+B2wf). Para estudiar los efectos que la sub-
unidad B2 tiene sobre la activacién del canal MaxiK y en ausencia de inactivacion, se
usd una subunidad 2 mutada que carece de la bola o compuerta de inactivacion (resi-
duos del 2 al 19) denominada B2IR. Las corrientes registradas al coexpresar canales
MaxiK o+P2IR se observan en la Figura 7A. El efecto de la subunidad B2IR sobre la
relacion Pyy)/V en calcio 2.8 pM es similar al de p1: la curva se desplaza més hacia la
izquierda que con o sola y el valor de V5 es menor. Sin embargo, cuando el calcio in-
tracelular es 5 nM el efecto es opuesto al de la subunidad B1: la subunidad B2IR despla-
za la curva hacia la izquierda con un valor menor de V5. Los valores de z en presencia
de la subunidad B2IR son mayores que con a+f1 y similares a los de a.

La Tabla 1 muestra los valores promedio de Vy 5 y z para distintas concentracio-

o a+fl o+ B2IR

[Ca*] Vos z Vos z Vos z
uM mV equiv. mV equiv. mV equiv.

0.005 | 21112 09+007(3) |247+18 0.7%013(6) | 19319 0.9=0.06 (6)
0.03 | 22211 09008(3) |251+11 0.7+016(2) (2015 0.8+0.05(3)
0.1 | 187232 0.8£023(5) |213213 0.6+0.14(4) | 1837  0.820.01(2)
02 | 161217 1.12008(5) [191=14 0.6+007(4) 119216 1.2:0.12(8)
0.68 | 864 1520.13(5) [72£19  09%0.15(6) |54=12  1.4:005(4)
28 | 4227 1620119 [-10£15 122011(7) |-32£5  1.7+022(6)

8 nd. n.d. -60+£10 1.2£0.08 (5) m.d nd.
12 2+8 1.5+0.18(8) (-69+8 1.3£016(8) |-102+9 1.8+0.10(4)
22 | nd nd 869  12:0.15(7) |-128+6 1.6+0.19(4)

150 | 3615 14=011(5) [-105:9 1.1£007(3) |-14158 1.6+0.14(4)

Tabla 1. Valores de V5 y z a distintas concentraciones de calcio, para canales
MaxiK a, o+f1 y a+p2IR

Los valores se obtuvieron como el mejor ajuste de las curvas de Pyy/V a una distribu-
cion de Bolztmann (ver Materiales y Métodos). Se indica promedio + desviacién estan-
dar y nimero de experimentos. Cada experimento se hizo por triplicado. n.d. denota los
valores que no fueron determinados
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Figura 8. Grificos de V5 y z contra la concentracion de calcio, para canales MaxiK
a, at+pl y a+p2IR.

Se indican los promedios = desviacion estandar de Vjs (A) y z (B). En A, las lineas de
tendencia son el mejor ajuste a una curva sigmoidea (mostrada solo con fines referencia-
les).

nes de calcio intracelular. Estos valores se encuentran graficados en la Figura 8. Se pue-
de ver que los valores de Vs para a+B2IR son siempre menores que los de a+f1 y las
diferencias son mayores en las concentraciones de calcio menores a 1 pM. Ademas, los
valores de z para a+B2IR son mayores que para a+f1 (y muy similares a o) en todo el
intervalo de concentraciones de calcio estudiadas.

El efecto que las subunidades B1 y B2IR sobre la relacion ¥ 5/[Ca’"] podria ser
interpretado como un aumento en la afinidad de los sitios para unién de calcio del canal,
pero un analisis de estas curvas indica que no es asi. Los valores de V5 y z son propie-
dades del canal bajo una condicion dada y estan relacionados con la diferencia de ener-
gia libre (AG) entre los estados abiertos y cerrados. Se puede considerar que el efecto del
calcio es modificar esta energia, desde un valor basal en ausencia del catiéon (cuando

[Ca**]=0) hasta un valor final en calcio saturante ([Ca*']—). En un modelo de dos es-
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Figura 9. Efecto del calcio sobre el AG para la apertura del canal.
Se grafica promedio + desviacion estandar. Las lineas indican el mejor ajuste a la ecua-

cion (3).

tados para la activacion por potencial, el cambio de energia libre entre el estado cerrado
y el abierto esta dado por la expresion
AG =zV, F (3)

en donde F es la constante de Faraday. La Figura 9 muestra los valores de AG
calculados con la ecuacion (5) a partir de los datos de la Tabla 1. Estos datos fueron
ajustados a una ecuacion sigmoidea de concentracion-efecto (ecuacion (3) en Materiales
y Métodos):
AG’ - AG”

10'°2 s .
|
1 Olog[( a]

El ajuste se muestra en la Figura 9 (lineas) y los parametros que mejor ajustaron

AG = AG° -

se muestran en la Tabla 2. El tnico valor significativamente distinto entre los tres ajustes
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a a+pl a+p2IR
AG’, keal/mol 4.2+0.2 4,1+02 4.0%0.1
AG”, keal/mol -1.3+£04 -3.2+0.3 5.5+02
logECsp 0.47+0.1 0.18:£0.07 0.34 + 0.03
n 0.9+0.2 0.74 £0.1 1.04 £ 0.06
ECsp (nM) 2.96 (2.3-3.7) 1.5(13-1.8) 2.19 (2.1-2.3)

Tabla 2. Parametros de ajuste de los valores de AG a la ecuacién sigmoidea de con-

centracion-efecto.

Se indican los parametros del mejor ajuste + el error estandar. Ya que ¢l ajuste se reali-

z6 con log(JCa”]), el valor reportado es log(ECs5). Como referencia,
valores de ECsp y un rango calculado con las desviaciones estandar de
el valor de AG™ es significativamente distinto entre los tres ajustes (P<

se muestran los
log(EC5p). Sélo
.001).

es AG”™ (P<0.001), indicando que las subunidades B no estin afectando

la energia intrin-

seca del canal en ausencia de calcio (AG®) ni la unién del catién al canal {(ECsp, n).

1.2. Las subunidades 8 y el limite de la dependencia de potencial

En los canales dependientes de potencial, la relacion dIn(P;)/dV alcanza un va-

lor méximo —conocido como pendiente limite— a probabilidades del estado abierto muy

pequefias. Se ha demostrado (Almers, 1978; Sigg y Bezanilla, 1997) que para todo mo-

delo lineal de activacion por potencial

d ln(P(O)) _AgF

iim,__,
ar RT |

en donde Ag(Coulomb/mol) es la carga del sensor de potenci

al efectivamente

acoplada a la apertura del canal y R v T tienen sus significados usuales. En el canal

MaxiK la pendiente del grafico In(P)/V tiene un méaximo de 2.0 Vi

Py disminuye por debajo de 10, disminuye drasticamente para llegar

, pero cuando la

a un valor cerca-

no a 0.3 V! (Horrigan y col., 1999; Horrigan y Aldrich, 2002). Este fenémeno, incom-
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patible con un modelo lineal de activacién por potencial, es una de las observaciones que

dio origen al modelo alostérico de activacién por potencial para el ¢

anal MaxiK. Este

modelo (Figura 3) predice que en ausencia de calcio y cuando todos los sensores de po-

tencial se encuentran en reposo (a potenciales muy negativos), la Py

del canal esta go-

bernada sélo por el equilibrio C—O con constante de equilibrio L. De esta forma,

o 1 1

P = —
(o)
0+C 1+E 1+l
0 L

Como L<<1, se puede aproximar Pgy= L = Loxexp(ziFV/RT) y

o dln(P(o)) B z, F
a7 RT .

Ademas, se puede ajustar los valores de P, a la ecuacién

zZ, FV
Foy =1Ly exP( : )

RT

y dc esa manera tener también una estimacion del pardmetro L.

Se estudio el efecto que las subunidades 1 y B2IR tienen sob

entonces

(6)

re este comporta-

miento del canal. Para determinar el limite de la dependencia de potencial se cuantificé

los eventos unitarios de apertura en parches de membrana que contenian varios cientos y

hasta miles de canales. En la Figura 10A se muestra la actividad de un parche con alre-

dedor de 10000 canales (subunidad a sola), registrada a distintos potenciales de mem-

brana. Los histogramas de eventos (Figura 10B) muestran que conforme el potencial se

hace mds negativo los eventos correspondientes a canales abiertos disminuyen. A partir

de graficos de este tipo se puede calcular la probabilidad del estado abierto NP, y sise
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conoce el nimero de canales del parche (N) se puede conocer Py (ver materiales y mé-

todos).

En presencia de las subunidades 1 y B2IR, se observé el mismo comportamiento

(Figura 10C-F). La unica diferencia es que en presencia de las subunidades B los eventos

A j I B 100000 3
WM‘MMWMM I' omv o) o
g 1o L somv
AT ; T -80 mV 3
I [ l l”—r u g 100§ _120 mv
g E
T T 120 mY LI
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C D oo
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Figura 10. Cuantificacion de eventos unitarios en ausencia de calcio.
A, C y E, registros de actividad de corriente en parches con canales MaxiK o (A),
a+Pl (C) 6 a+B2IR (E), a 5 nM calcio y los potenciales de membrana indicados, Para
la construccion de la figura, los registros fileron pasados digitalmente ipor un filtro pa-
sabajos de 2 kHHz. B, D y F, histogramas en escala semilogaritmica deleventos en fun-
cién de la conductancia. Los histogramas fueron construidos con registros de 9(B), 8
(D) 6 10 (F) segundos de duracion.
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unitarios de apertura son mas escasos y tienen una mayor duracién. Los histogramas de
eventos muestran que al igual que para la subunidad «, la Py en presencia de las sub-
unidades B1 y B2IR disminuye conforme el potencial es més negativo.

En la Figura 11 se observa el resumen de muchas mediciones de este tipo, reali-

zadas en parches con canales a, a+f§1 6 a+p2IR. De este grafico, hay tres observaciones
importantes respecto al efecto que las subunidades P tienen sobre la dépendencia de po-
tencial del canal. En primer lugar, las tres curvas tienden a una mismajpendiente cuando

el potencial se hace mas negativo, indicando que la dependencia de potencial limite (pa-

rametro z;, en el modelo de activacién alostérica) practicamente no es modificado por las
subunidades J} estudiadas. En el intervalo de 40 a 100 mV, las tres curvas tienen un se-
gundo segmento lineal, que corresponde al valor de pendiente limite que se obtiene por
meétodos de medicién de corriente macroscépica (Diaz y col., 1998).] La pendiente en
este segundo segmento es pricticamente la misma para a y a+B2IR, y bastante menor
para o+B1. En la Figura 11D se puede apreciar que €l valor absoluto de Py varia entre
las tres curvas, sugiriendo que ¢l parametro Ly —la constante de equilibrio intrinseca para

la apertura del canal- es levemente menor en presencia de las subunidades B con respec-

to a la subunidad o sola. Sin embargo, es muy probable que los valores de Py para o
estén sobreestimados debido a la mayor frecuéncia y ancho de banda utilizados en la
adquisicion.

Para comprobar de una forma mds rigurosa que el valor de z; es el mismo para
las tres curvas, se ajust6 los valores de Py a la ecuacion (1) considerando [Ca"]=0. En
esta condicion, la ecuacion se simplifica a un modelo de activacion alostérica por poten-

cial:
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Figura 11. Dependencia de potencial para la activacion de canales a, a+p1y

a+p2IR.

A, By C, Graficos de Py contra potencial, obtenidos como se describe en Materiales
y Métodos y la Figura 10. Se indican los valores de z obtenidos de un ajuste de los in-
tervalos lineales a la ecuacion (6). D, ajuste de los datos a la ecuacion de Py, para el
modelo de activacion alostérica por potencial.

_ Ld+JD)’ B 1
LT L @t
L(1+JD)*

(7)

en donde los parametros a ajustar son Ly, z;, Jy, z; y D. Se realizé un ajuste de los

datos de log(P0))/V. incluyendo también las Py determinadas con registros de corrien-

tes macroscopicas hasta 250 mV. Una prueba estadistica de ajuste simultineo mostrd

que el parametro z; no es significativamente distinto entre los tres conjuntos de datos

(P=0.1). En la Figura 11D se muestra el mejor ajuste simultaneo junto a los datos expe-

rimentales. La Tabla 3 muestra los parametros obtenidos cuando z; se considera igual

para los tres conjuntos de datos. Ambas subunidades f aumentan el factor alostérico D,
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o atBl o+HB2IR
Jo 0.034 +0.002 0.156 =0.009 0.060 +0.005
zZy 0.74 +0.02 0.51 =+0.02 0.71 +0.03
Lo 7.8x10° = 1.0x10° 1.2x10%  +2.8x107 | 5.8x107 +1.7x107
zZr 0.37 +0.07 0.37 +0.07 0.37 x0.07
D 8.7 09 121 =z1s6 17.5 £33
Vos(J), mV 116 (115-118) 94  (91-97) 101 (98-103)

Tabla 3. Parimetros de mejor ajuste simultineo de las curvas Pyy)/V en ausencia de
calcio.

Se muestra el ajuste simulténeo a la ecuacién (7) restringiendo z; igual para los tres con-
juntos de datos. Se indica el error estandar en la determinacién del parametro. ¥, 5(J) fue
calculado como —R7/z;FxIn(Jp) y se indica el intervalo calculado con el error estindar de
Jo.

es decir, mejoran el acoplamiento funcional entre el movimienio de los sensores de po-
tencial y la apertura del canal. Sin embargo, la subunidad B1 tiene ademés un importante
efecto sobre el parametro z;, la dependencia de potencial del movimiento de los senso-
res. Este valor explica la menor pendiente que tienen la curva Pp)/V de o+B1 en el se-
gundo intervalo lineal. Ademas, la subunidad B1 cambia el pardmetro Jp, pero este cam-

bio es compensado por z; y V) s(J}, el voltaje medio de activacién de los sensores de po-

tencial, no cambia.
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1.3. _Ajuste de las curvas de Py al modelo de activacién alostérica

Con el fin de determinar qué efectos tienen las subunidades B1 y B2IR sobre el
canal MaxiK en el contexto del modelo de activacién alostérica (Figura 3, pagina 8), se
realiz6 un ajuste simulténeo de las curvas G/V a la ecuacién (1). Inicialmente, se intent6
un ajuste utilizando los valores de la Tabla 3 y dejando que el ajuste entregara los demas
parametros. Sin embargo, de esta forma no se obtuvo un ajuste satisfactorio, probable-
mente porque el ajuste de la Tabla 3 fue hecho dando un mayor peso estadistico a las
probabilidad menores y no ajusta correctamente cuando P>0.1. Se prefirié entonces
realizar un ajuste diferente, restringiendo sélo z; ya que este valor proviene directamente
de Ia pendiente limite. Sobre la base de estos resultados, z; se mantuvo entre 0.25 y 0.35.
Tampoco se utilizé el valor de Ly obtenido de este ajuste, porque es muy sensible a una
correcta determinacion del valor absoluto de Py y, como se mencion6, es muy probable
que en el caso de « esté sobreestimado. En la Tabla 4 se muestran los parametros que
mejor ajustaron a las curvas experimentales obtenidas, y en la Figura 12A se pueden ver
las curvas G/V experimentales junto con las predicciones del ajuste con los pardmetros
dados. Los ajustes obtenidos predicen razonablemenie bien el comportamiento macros-
copico tanto para la subunidad e sola como con la coexpresion de las subunidades Bl 6
B2IR. Los valores de Vps derivados del ajuste también se acercan bastante bien a los
datos experimentales (Figura 12B), sin embargo la prediccién de los valores de z se des-
via un poco de los datos experimentales de a y o+p1 y estd completamente alejado de

los datos de o+f2IR, aunque mantiene su forma y su dependencia de la concentracién de

calcto.




Resultados 47

Un andlisis de las diferencias entre las tres columnas de valores en la Tabla 4 en-
trega cierta informacién sobre el efecto que las subunidades $1 y B2IR tienen sobre el
canal MaxiK y las principales diferencias entre ambas. Es interesante observar que los
valores de Ky no son muy distintos entre si, reforzando nuevamente la idea de que la
unién de calcio al canal no es el parametro afectado por las subunidades B. Sin embargo,
sf se ve un aumento del factor alostérico C, que cuantifica el efecto del calcio sobre la
Po del canal una vez que se ha unido. Esto es absolutamente consistente con lo plantea-
do previamente en el andlisis de las curvas de AG/[Ca®"]. Sin embargo, es necesario con-
siderar que cuando el canal estd abierto la constante de disociacién de los sitios de union

de calcio es K;/C, ya que la constante de equilibrio para la unién de calcio es KC. En la

a a+p1 a+B2IR

Jo 0.083 zo0.028 + 0513 +0123 ¢ 0.221 x0.091 %
Ka (pM) 99 +148 f 74 £08 ¥ 131 =174 %
Lo 1.0x10° +2.8x10 6.7%10% +9.9x10* 2.2x10% & 1.66x10°
2 045 +0013 t 0.31 0019 0.31 0014 ¢
zy 0.35 =011 ¢ 0.35 0073 0.35 0137 %
C 6.4 +146 i 15.7 417 21.6 £1554 ¢
D 15.2 +38.08 25.3 +13.63 52.7 2562

E 8.7 +274 % 1.8 056 % 33 £265 ¢
r 0.988 0.993 0.985

Vos(J) (mV) 143 (127-167) 55 (37-78) 126 (98—171)
K/C (uM) 1.6 0.5 0.6

JoD 1.26 12.99 11.65
Vo.s(JD)(mV) -13 212 -206

Tabla 4. Parimetros del mejor ajuste de las curvas G/V a la ecuacién (1).

Se indican los parametros obtenidos con el ajuste de minimos cuadrados = el error es-
tandar. Se calculé ¥y 5(J) como -(RT/z;F)xIn(Jp) y se indica el rango que resulta del error
estindar en Jp. Como un indice del valor predictivo de cada pardmetro, se indica la pro-
babilidad P de que el pardmetro no sirve para predecir la variable dependiente (7,
P<0.05; §, P<0.001). El significado de cada parametro se puede ver en el Apéndice 2.
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Tabla 4 se puede ver que aunque los valores de K,/C calculados si varian en presencia de
las subunidades B, esta variacion es menor a medio orden de magnitud.

Sobre los pardametros que definen la constante de equilibrio propia de la apertura
del canal, Ly y z;, no es mucho lo que se puede concluir. z; fue restringido sobre la base
de un resultado experimental, sin embargo en la busqueda del mejor ajuste siempre se
intentd sobreestimar y en los tres casos qued6 como 0.35, el valor maximo permitido por
la restriccion. Con respecto a los valores de Ly obtenidos, el valor de o es muy cercano al
reportado previamente en la proposicion de este modelo de activacion alostérica (Horri-

gan y col., 1999: Horrigan y Aldrich, 2002) y los valores de a+B1 y a+B2IR son meno-

1
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Figura 12. Ajuste de las curvas G/V al modelo de activacién alostérica

A, curvas G/V experimentales resumidas (simbolos) graficadas junto con la prediccion
del mejor ajuste (lineas). B y C, datos experimentales (simbolos) y predicciones del
ajuste al modelo (lineas) de V5 (B) y z (C) graficados contra la concentracion de cal-
cio.
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res a éste ¥ a lo esperado del ajuste de pendiente limite. Sin embargo, de todos los para-
metros del modelo, Ly es el que tiene siempre la menor confiabilidad estadistica y el ma-
yor error estandar relativo.

Jy se entiende mejor en términos de V5 5(J)), que es el potencial al cual la probabi-
lidad de encontrar un sensor de potencial en estado activo es 0.5. Se puede ver que sélo
la subunidad Bl provoca un cambio significativo, y el resultado sugiere que en su pre-
sencia los sensores de potencial se activan a potenciales menores que para o 6 a+B2IR.
Este resultado es consecuente con lo observado en el andlisis de pendiente limite, y
constituye una prediccion que puede ser verificada directamente con mediciones de co-
rrientes de compuerta. Llama la atencién que en el ajuste anterior (Tabla 3) la subunidad
1 aparece con un mayor efecto sobre z; que sobre ¥ 5(J), y pone de manifiesto que se
pueden obtener resultados muy diferentes si se hace el ajuste con probabilidades de esta-
do abierto muy pequefias o macroscépicas. De cualquier manera, los dos ajustes coinci-
den en que la subunidad B1 tiene efectos mayores sobre los sensores de potencial que no
los tiene la subunidad B2IR.

El factor alostérico D tiene su mayor variacién en presencia de la subunidad
B2IR, tanto respecto a a como a a+f1. Este aumento en D puede explicar que, en este
ajuste, los canales a-+B2IR tengan una mayor dependencia de potencial que a-+p1 a pesar
de tener un valor similar de z; y un menor valor de Jp. Al igual que con la unién de cal-
cio, hay que considerar que para el canal abierto la constante de equilibrio para la activa-
cion de los sensores de potencial se ve modificada. Los valores de 7, 5(/D) nos dicen
que ambas subunidades § tienen un efecto significativo sobre el movimiento del sensor

de potencial cuando el canal esta abierto, y que entre ambas no hay gran diferencia.
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El factor alostérico £ es también modificado de manera significativa por las sub-
unidades B. Para la subunidad a se ha reportado que el simple ajuste de las G/V macros-
copicas al modelo —como se ha hecho aqui- tiende a sobreestimar el valor de este factor
(Horrigan y Aldrich, 2002). Es posible entonces que el valor para la subunidad o sola
sea bastante menor al obtenido y similar al de a+B1 y a+B2IR. De cualquier manera, este
factor alostérico —al igual que C'y D no tiene un significado estructural claro.

1.4. Efecto de las subunidades f1 v B2IR sobre la cinética macroscépica del canal

Las coexpresion de las subunidades B1 y B2IR afecta también la cinética de co-
rrientes macroscopicas del canal MaxiK. Se realizé un estudio detallado de la cinética
del canal en ausencia virtual de calcio (5 a 10 nM), porque en esas condiciones el canal
solo se activa por potencial y el esquema cinético de activacion del canal se reduce a un

modelo de 10 estados (Figura 3B y Figura 15).

A B 100 o
- & A a+fl
a+p1 +B2IR {§f§{§¥{{§i§£! 4 a+p2IR
§o  asiiiiiahgg
20 ms ..lill.“
200 mV !ilgiii
1 . y ; oS
ﬂ 50 100 150 200 250 300
Em (mV)

Figura 13. Efecto de las subunidades 1 y B2IR sobre la cinética de activacién del
canal en ausencia de calcio.

A, corrientes evocadas por un pulso de 200 mV después de un prepulso de -80 mV. La
magnitud de la corriente de cada trazo fue normalizada por el valor extrapolado para el
estado estacionario segun el ajuste exponencial. Sobre los trazos se superpuso el ajuste
correspondiente a una funcidn exponencial simple. B, grafico de constante de tiempo
de activacion contra el potencial del pulso despolarizante. Se grafica promedio + des-
viacion estandar. n=3 a 5.
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En la Figura 13 se muestran trazos representativos de corrientes y los valores
promedio de constante de tiempo de activacion obtenidos, para canales MaxiK a, o+f1 y
o+B2IR en 5 nM de calcio intracelular. Ambas subunidades B hacen que la apertura de
los canales MaxiK sea mas lenta, siendo el efecto de B2IR notablemente mayor al de 1.
Sin embargo, llama la atencion que las tres curvas de 7,./V tienen aproximadamente la
misma forma, con la misma dependencia de potencial y con un maximo alrededor de
140 mV.

La desactivacion o cierre del canal ante un pulso de potencial negativo también
se hace mas lenta en presencia de las subunidades B1 y B2IR. Sin embargo, a -60 mV el
cierre es mas lento con la subunidad B1 que con la subunidad B2IR (Figura 14A), al con-
trario de lo que ocurre con la activacion. Al analizar el valor de la constante de tiempo

para la desactivacion (7usa) €n un amplio intervalo de potenciales (Figura 14B) se ob-

10

a+fl
a+p2IR

=3
3
w0
Tdeact (MS)

0.11

-60 mvV 0.01 : . ; ~
-250 -150 50 50 150
Em (mV)

Figura 14. Efecto de las subunidades B1 y B2IR sobre la cinética de desactivacion
del canal en ausencia de calcio.

A, corrientes macroscopicas de cola registradas a -60 mV, luego de abrir los canales
con un pulso de 200 mV. La magnitud de la corriente de cada trazo fue normalizada
por el valor de corriente en estado estacionario a 200 mV. Sobre los trazos se superpu-
so el ajuste correspondiente a una funcion exponencial simple. B, grafico de constante
de tiempo de desactivacion, determinadas cada 5 mV, contra el potencial del pulso. Se
grafica promedio + desviacion estandar. n=3 a 4.
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serva un comportamiento mds complejo: tanto o como o+B2IR tienen una dependencia
de potencial con dos pendientes, mientras que o+B1 tiene aparentemente una sola
pendiente, al menos hasta 150 mV

1.5. Modelo cinético de activacién alostérica por potencial en ausencia de calcio.

En el caso de canales compuestos s6lo por la subunidad o, el comportamiento
descrito de la curva ©/V ya ha sido reportado (Horrigan y col., 1999) y ha sido explicado
en términos del modelo de activacion alostérica por potencial, en ausencia de calcio. En
la Figura 15A se muesira el modelo alostérico descrito en la Figura 3B (pagina 8) con
las constantes de rapidez reemplazando a las constantes de equilibrio. En el canal MaxiK
el movimiento de los sensores de potencial ocurre mucho més rapido que la apertura o
cierre de los canales, siendo las constantes cinéticas que comandan este proceso hasta
100 veces mayores que las que median el cierre y la apertura. Por esta razon, se puede
considerar que mientras la corriente macroscopica del canal se relaja, los sensores de
potencial se encuentran en equilibrio y entonces el esquema de la Figura 15A se reduce
al de la Figura 15B (Cox y col., 1997; Horrigan y col., 1999).

Ante un pulso cuadrado de potencial, la constante de tiempo para Ia relajacién de
la corriente estd dada por las constantes cinéticas yq ¥ 8, ponderadas por las probabili-

dades relativas (p) de los estados O, y Cy, respectivamente. Esto equivale a la expresién:

1
Ty = [E (?’fPO: +3,pC, )]_ -
A potenciales menores al ¥y s, las constantes y son mayores que las constantes &

y se puede aproximar a

T = (2 }’fPOa‘)—l .
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Figura 15. Esquema cinético para el canal MaxiK en ausencia de calcio.

A, esquema cinético propuesto por Horrigan y col. (1999). a=oexp(z.FV/RT),
B=Boyexp(-zpFV/RT), 8,=0noyexp(zsF V/RT) ¥ Yo=ynoyexp(-z,/"V/RT). La equivalencia
con el esquema de la Figura 3B se verifica por las siguientes igualdades: J=u/p,
L=8¢/y0, zzotzp, Z1=25F2y ¥ D=1 (Oulya)=F. B, esquema abreviado que consi-
dera los sensores de potencial en equilibrio respecto a la apertura o cierre del canal.

Cuando el potencial es muy negativo, todos los sensores de potencial se encuen-

tran en estado de reposo y el tinico estado abierto es Oy, Entonces,
FV\Y"
Ty = (?’o )—l = | Yoy ©XP ~ 5
o RT

z, FV
Ty = (70(0))- exp( RT ] (8)

Es decir, la constante de tiempo para la desactivacion de la corriente macroscopi-
ca tiene una relacién exponencial respecto al potencial (relacion lineal en un grafico se-
milogaritmico) siempre que 0,/Oy se aproxime a 0 (Og>>0y). En la Figura 16A se mues-

tra en lineas punteadas el mejor ajuste de los 6 primeros puntos de cada conjunto de da-

tos a la ecuacion (8). Se puede ver que todas tienen la misma pendiente (una prueba es-
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Figura 16. Ajuste de las curvas de ©/V a funciones exponenciales.

A, los puntos en el intervalo de -220 a -190 mV fueron ajustados a la ecuacion (8) (li-
neas de puntos). Se muestra el ajuste con el mismo valor de z para las tres curvas
(0.13). Los puntos en el intervalo de 20 a 100 mV (a), -50 a 100 mV (at+p1) y 0 a 75
mV (a+B2IR) fueron ajustados a la misma ecuacion (lineas continuas). Los valores de =
obtenidos fueron 0.46 (a), 0.23 (at+pl) y 0.47 (a+B2IR). B, los intervalos lineales de
cada curva fueron ajustados a la misma ecuacion, cambiando el signo de z. Se obtuvo
7=0.18 (1), 0.09 (a+p1) y 0.24 (a+B2IR).

tadistica de ajuste global entrega P=0.17 para las pendientes diferentes), que equivale a
z=0.13+0.01. Para la subunidad a sola se habia reportado un valor de 0.14 (Horrigan y
col., 1999). Esto quiere decir que las subunidades B tampoco afectan la dependencia de
potencial limite para la constante de tiempo de la desactivacion. Ya que z;=z, + z;, las
subunidades B tampoco afectarian la dependencia de potencial limite para la constante
de tiempo de activacion (z5). Sin embargo, es imposible determinar este valor experi-
mentalmente porque se deberia llevar el canal a potenciales cercanos a 400 mV.

El ajuste de las curvas zz../V a la ecuacion (8) pone también en evidencia que
la curva para a+f1 si tiene dos pendientes, pero que la segunda es mucho menor que
para a y a+p2IR. Esta segunda pendiente esta relacionada con el movimiento de los sen-
sores de potencial entre estados abiertos. Cuando O,/Op no es despreciable, el grafico

semilogaritmico pierde su linealidad. Como O,/O¢=4JD, el cambio en el punto de in-
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flexion de las curvas de 7y.,./V es un reflejo de el efecto que tienen las subunidades B
sobre la constante de equilibrio entre los estados abiertos del canal. Este punto se en-
cuentra alrededor de -20 mV para la subunidad «, -100 mV para a+B2IR y cerca de los -
180 mV para o+B1. Nuevamente se confirma que en presencia de la subunidad B1 los
sensores de potencial afectan el comportamiento del canal desde potenciales mas negati-
vos, es decir, deben moverse a potenciales menores. Por otra parte, el corrimiento del
punto de inflexién en presencia de la subunidad B2IR se debe a que el factor alostérico D
es mayor. El valor de la segunda pendiente obedece a una relacién mas compleja que la
primera, que involucra los otros valores de v, y 8;, asi como también el movimiento de
los sensores de potencial y su dependencia de potencial. Podemos confirmar entonces,
que la subunidad B2IR tiene efectos menores en el movimiento de los sensores, no asi la
subunidad B1 cuyos efectos son apreciables.

Las curvas de 7,/V también tienen un intervalo que puede ser ajustado a la
ecuacion (8), con un valor de z negativo. En la Figura 16B, se observa el mejor ajuste de
las curvas. En presencia de la subunidad B1 la pendiente disminuye casi a la mitad que
para a (z=0.09 y 0.18, respectivamente), mientras que con la subunidad B2IR se hace
levemente mayor (z=0.24). Este valor también es de dificil interpretacién, pero eviden-
cia que las subunidades 1 y B2IR afectan de manera diferente los equilibrios entre los

estados abiertos del canal.
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2. Efecto de 17-B-estradiol y Tamoxifeno en presencia de dis-
tintas subunidades B del canal MaxiK

2.1.  Efecto de 17-B-estradiol en presencia de distintas subunidades B del canal

MaxiK.

Para comenzar la bisqueda de un determinante estructural en la subunidad B1 pa-
1a la activacion del canal por 17-B-estradiol, se estudié el efecto que esta hormona tiene
sobre el canal en presencia de distintas subunidades B. En la Figura 17 se resumen los
resultados obtenidos. Como ya se ha descrito (Valverde y col., 1999), en ausencia de
subunidad § (subunidad a sola) no hay efecto de 5 uM 17-B-estradiol (17-8-E,) sobre la
actividad del canal MaxiK. En contraste, al coexpresar la subunidad B1 el canal se vuel-
ve sensible a estradiol; las corrientes se incrementan al exponer el canal a la hormona y
la relacion de P v/s potencial de membrana se desplaza hacia la izquierda.

Como ya se menciond, al expresar la subunidad a junto con la subunidad B2 se
obtienen corrientes que se inactivan. Al agregar 17-8-E,, estas corrientes no mostraron
ningtn aumento, ni en el valor de corriente maximo, ni en la corriente de cola (Figura
17). Tampoco se observo efecto de 17-f-E; al utilizar la subunidad B2IR, carente del
dominio de inactivacidn.

En presencia de la subunidad B4 si se observé efecto de estradiol, como se puede
ver en la Figura 17 (a+f4). El efecto es un aumento de las corrientes y un desplazamien-

to de la curva de corrientes de cola v/s potencial, semejante al obtenido con la subunidad

Bl.
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Figura 17. Efecto de 17-B-estradiol sobre el canal MaxiK en presencia de subnida-
des B1, B2, p2IR o6 p4.

Trazos de corrientes evocadas en parches oufside-out, antes (izquierda) y después (cen-
tro) de la exposicién a SpM 17-B-E,. Las corrientes fueron evocadas por pulsos de —50
a 200 mV, seguidos por una cola a —60 mV. Potencial de mantenimiento = OmV. En la
columna de la derecha se muestran graficos de corriente de cola v/s potencial de prueba
en ausencia (circulos vacios) y presencia (circulos llenos) de 5uM 17-B-E;. Se muestran
experimentos representativos realizados en oocitos. Cada observacién se repitié al me-

nos 3 veces.
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2.2.  Efecto de Tamoxifeno (Tx) en presencia de distintas subunidades B del canal

MaxiK,

Para obtener informacion sobre los grupos quimicos de la molécula de 17BE que
son necesarios para la activacién del canal MaxiK, se estudié qué efecto tiene el Ta-
moxifeno (Tx) sobre el canal MaxiK. Tx es un antagonista del estradiol; su mecanismo
de acci6n es unirse al receptor nuclear de estrégenos e impedir su dimerizacién y traslo-
cacion al nicleo. Tiene ademds una estructura quimica completamente distinta al estra-
diol.

A diferencia de 17-B-estradiol, se encontrd que Tx sf tiene un efecto sobre el ca-

nal en ausencia de subunidades J3, pero éste resulté ser un efecto inhibitorio. En la Figura

control 5 uM Tx 10 pM Tx lavado
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£ 3
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8 2.5 © 5uM Tx x
5 2 g O 10 pM Tx E
..E 1.51 ® Javado g
o ] Q —ajuste
- ‘ 5
[+ 0.51
<100 -50 0 50 100 150 100 50 © 50 100 150
Em (mV} Em {(mV)

Figura 18. Inhibicién del canal MaxiK por Tamoxifeno.

A, Corrientes registradas en un parche escindido en configuracion outside-out que fue
expuesto a las concentraciones de Tx indicadas. B, grafico de corrientes de cola y C,
grafico de conductancia normalizada para los registros en A. El ajuste (lineas) es a una
ecuacion de Boltzmann.
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18 se puede ver que Tx 5uM reduce las corrientes del canal MaxiK._ formado sélo por
subunidad « casi hasta la mitad, y en Tx 10 uM las corrientes son de alrededor de un
30%. Las corrientes de cola presentan una disminucién similar (Figura 18B). Al compa-
rar las corrientes de cola normalizadas (Figura 18C), se ve que la curva G/V no se des-
plaza debido a la inhibicién por Tx, observacion que es compatible con un simple blo-
queo independiente del estado (abierto o cerrado) del canal.

Al exponer canales MaxiK a+f31 a distintas concentraciones de Tx, se observd
un efecto bifdsico. Como se puede ver en la Figura 19, Tx 300nM es suficiente para pro-
ducir un incremento de alrededor de un 40% en la corriente evocada por un pulso de
+150 mV. Sin embargo, al aumentar la concentracion de Tx por sobré 1 uM, se produce
un importante decremento o inhibicion de la corriente, al igual que en ausencia de Ia
subunidad 1. Se puede concluir entonces, que Tx tiene un efecto activador, dependiente
de subunidad B1, y un efecto bloqueador, independiente de subunidad B. Este ltimo se
debe a una interaccion de la droga con la subunidad «.

En presencia de la subunidad B2IR no se observé activacion del canal por Tx
(Figura 19); solo se observa el bloqueo a concentraciones mayores que 1 pM. Para la
subunidad (4, tampoco se observé el efecto activador de Tx (Figura 19). Este tltimo
resultado no era esperado, dado que 17-B-E2 si fue capaz de activar canales o -+34. Esto
pone de manifiesto que existen diferencias en la especificidad farmacol6gica del Tx res-

pecto al 17-3-E2.
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Figura 19. Efecto de Tamoxifeno (Tx) sobre el canal MaxiK en ausencia y presencia
de subunidades .

Se estudié el efecto de Tx en células HEK293 transfectadas con los DNAs correspon-
dientes. Las barras muestran el valor promedio (& desviacién estindar) de corriente en
estado estacionario evocada por un pulso de 150 mV. El potencial de mantenimiento fue
0 mV y se aplico un pulso de cola de -60 mV. La corriente fue normalizada en cada
experimento por €l valor en ausencia de Tx (a: n=5; a:+f1: n=3; a+B2-IR: n=2-4; a+pd:
n=2). Sobre cada barra se muestran trazos de corrientes representativos de cada condi-
cion.
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3. Efecto de Subunidades B quiméricas sobre el canal MaxiK

3.1.  Efecto de Ias subunidades § quiméricas sobre la sensibilidad a calcio v po-

tencial del canal

Se construyeron subunidades § quiméricas entre 1 y B2IR, representadas es-
quematicamente en la Figura 6 (Materiales y Métodos, pagina 26). B2LB1 tiene los do-
minios trasmembrana e intracelular de $2IR y el dominio extraceluluar de B1. B1LB2 es

la quimera inversa a B2L2.

Se estudid el efecto que estas subunidades tienen sobre la sensibilidad a calcio y

A 5 nM Caz2+ 3 yM Ca2* B

a + B1Lp2 —————= . s f

-200 -foo [ 100 200
potencial da membrana (mv)

GiGmax

aclorrl
=200 <100 ] 100 200
potancial de membrana fmV}

Figura 20. Corrientes macroscépicas del canal MaxiK en presencia de las sub-
unidades p quiméricas.

A, Corrientes registradas en parches de membrana en configuracién outside-out de la
técnica de patch clamp. La columna izquierda muestra corrientes registradas con una
soluc10n intracelular de 5 nM Ca®*, A la derecha, corrientes registradas en 3 pM de
Ca®" intracelular. Los protocolos de potencial utilizados son similares a los de la Fi-
gura 7. B, Grafico de las corrientes de cola normalizadas versus el potencial de prue-
ba de los registros mostrados en A. Los tridngulos vacios corresponden a 5 nM calcio
y los lenos, a 3 uM. Las lineas corresponden al mejor ajuste a una distribucién de
Boltzmann.




Resultados 62

A a0 R I APl B 25, , a+pl
§ : A a+B2IR ,| AaBaR

) " ? £ Aa+P2LpI Aa+p2Lpl i a
S 1004 & Aa+fILE2 T 15 Aa+BlLB2 %A A
E 5 2 5
@ g A AR,
S o MIRE i 4
> AE N A z ‘:[

i Y L odx
100 .3 S 05 T4
& 5
=200 e T —rr T Troor— - s 0 T T T TTITT Trrrenr m
0001 001 01 1 10 100 1000 0.001 001 01 1 10 100 1000
[Ca™] (uM) [Ca™] (uM)

Figura 21. Efectos de las subunidades p quiméricas sobre las dependencias a
calcio y potencial del canal MaxiK.

Gréficos de V5 (A) y z (B) contra la concentracion de calcio para canales MaxiK en
presencia de las subunidades 1, B2IR, BILB2 ¢ B2LP1. Para BILP2 y P2LA1 se
muestra promedio + desviacion estandar (n=1 a 4). Para f1 y B2IR, mostradas como
referencia, se muestra solo el promedio.

potencial del canal MaxiK. Se esperaba encontrar, en cada caso, similitudes ya sea con
la subunidad B1 o con la subunidad B2IR. En la Figura 20A se pueden ver familias de
curvas de corriente macroscopica, evocadas por pulsos cuadrados de potencial. En la
Figura 20B, el andlisis de las corrientes de cola muestra que las curvas G/V se desplazan
hacia potenciales negativos cuando aumenta el calcio intracelular, y que el desplaza-
miento es levemente mayor en el caso de a+p2Lp1. Ademas, o+B2LB1 tiene una mayor
dependencia de potencial que a+1LB2. En la Figura 21 se resumen los resultados de
analisis de curvas G/V, graficados como los valores de V5 y z contra la concentracién
de calcio. Los resultados muestran que el comportamiento de a+B1LB2 es similar al de
a+fB1, mientras que a+P2LP1 se parece a a+B2IR. Esto significa que las diferencias en
los efectos de las subunidades B1 y B2IR sobre el canal se asocia a los dominios trans-

membrana y/o intracelulares de las subunidades f3.




Resultados 63

3.2.  Efecto de las subunidades B quiméricas sobre la cinética macroscépica del

canal MaxiK en ausencia de calcio.

Algo similar ocurre con las propiedades de cinética macroscopica en ausencia de
calcio del canal MaxiK. La cinética de activacion de los canales a+B1LB2 es mas rapida
(tiene menores constantes de tiempo para la activacion) que la de los canales a+B2Lp1,
de manera que a+BI1LA2 se asemeja a o+Bl y a+B2LP1 se asemeja a a+P2IR (Figura
22A). En cuanto a la cinética de desactivacion, a+B2LB1 es mas rapida que a+B1LB2 a
potenciales menores de 0 mV y se hace mas lenta en potenciales positivos, exactamente
el mismo patrén que se obtuvo al comparar canales a+B1 y a+B2IR (Figura 22B). Estos
resultados muestran que los efectos de las subunidades B sobre la cinética macroscépica
del canal MaxiK también esta relacionada con los dominio de transmembrana y/o intra-

celulares de éstas.

A B
1007 a+Bl 191 a+pl
.3 Ao+B2IR
a,.8885%x Aap2
A § : g4 ¢§f§ f% Aa+BILA2 _ Aa+BIng2
i A a+B2LBl ]
£
1 T T T d 01 T T T 1
100 150 200 250 300 -250 -150 -50 50 150
Em (mV) Em (mV)

Figura 22. Propiedades de cinética macroscépica para el canal MaxiK en presencia
de subunidades  quiméricas.

Graficos de constante de tiempo de activacion (A) y desactivacion (B) contra el poten-
cial del pulso. Las constantes de tiempo fueron determinadas cada 10 mV. Se indica
promedio + desviacion estandar. n=2 a 3. Para f1 y B2IR, mostradas como referencia, se
muestra solo el promedio.
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3.3.  Efecto de 17-B-estradiol en presencia de las subunidades B quiméricas

Se estudio el efecto de 17-B-estradiol SuM sobre canales MaxiK en presencia de
las subunidades B quiméricas. Como se puede ver en la Figura 23, los canales a+f1 Lp2
son activados por 17B8E, y no asi los canales a+B2LB1. Al igual que en los estudios ante-
riores, podemos concluir que los segmentos de transmembrana e intracelular de las sub-
unidades B estan relacionados con el efecto de la hormona, y no el dominio extracelular.

Este resultado deja abierta dos posibles interpretaciones. En primer lugar, el sitio
de interaccion de 17BE puede encontrarse en los dominios de transmembrana de la sub-
unidad B1. Sin embargo, esta interpretacion entra en cierto conflicto con los resultados
obtenidos con analogos de 17-B-E2 y Tx que no atraviesan la bicapa lipidica (Valverde y

col., 1999; Dick y col., 2002). La segunda interpretacion es que el estradiol puede inter-

control 5 pM 17-g-estradiol

B2LB1

Figura 23. Efecto de 17-B-estradiol en presencia de la subunidades B1LB2 y
p2L1.

Se muestran trazos de corrientes representativas antes y después de aplicar 5uM 17-
B-estradiol en parches escindidos outside-out. [Ca**] = 100 nM 6 menor.
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actuar tanto con la subunidad B1 como con la subunidad B2IR, pero que los segmentos
de transmembrana y/o intracelulares de B1 son necesarios para una correcta transduccién
del efecto activador. Esta interpretacion se ve reforzada por los resultados que relacionan
estos dominios con los efectos que las subunidades [ tienen sobre las propiedades biofi-
sicas del canal. Para distinguir entre ambas posibilidades, se intenté cuantificar, por dis-
tintos métodos, la unién directa de 17-B-estradiol o de un andlogo de Tamoxifeno a célu-
las que expresan el canal MaxiK. Sin embargo, ninguna de las metodologias empleadas
entrego resultados reproducibles. Esto puede deberse a la baja constante de afinidad apa-
rente (del orden de 1 pM) y también a la naturaleza liposoluble de estas moléculas, que

hace que en los experimentos realizados la unidn no especifica sea muy alta.
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DISCUSION

1.  El efecto de las subunidades B sobre el canal MaxiK

1.1.  Las subunidades 1 v §2IR afectan la apertura del canal MaxiK por un me-

canismo independiente a la union de calcio.

La primera parte de los resultados presentados en esta tesis analiza los efectos
que las subunidades 1 y B2IR tienen sobre las propiedades més importantes del canal
MaxiK: su sensibilidad a calcio y potencial y la cinética macroscépica. El efecto mds
llamativo de las subunidades B1, B2 y P4 es un desplazamiento de las curvas PylV,
efecto que ha sido inicialmente interpretado como un aumento (o disminucién, en el ca-
so de la subunidad B4) de la afinidad por calcio del canal. Para Ia subunidad B1 ya se ha
mostrado que gran parte de su efecto es por un mecanismo independiente de la unién de
calcio (Cox y Aldrich, 2000; Nimigean y Magleby, 2000), y los resultados aqui presen-
tados sugieren que lo mismo ocurre con la subunidad p2IR. Dentro del contexto del mo-
delo de activacién alostérica por calcio y potencial del canal MaxiK, el efecto de las
subunidades B1 y $2IR puede ser perfectamente explicado sin un cambio importante en
la afinidad de los sitios de unién de calcio.

El ajuste de las curvas G/V al modelo indica que ambas subunidades B tienen su
principal efecto sobre los factores alostéricos, especialmente C y D. Estos parametros
representan la eficiencia del acoplamiento funcional entre los estimulos que activan el

canal (uni6n de calcio y la activacion de los sensores de potencial) y la apertura del ca-
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nal. Por ejemplo, cada vez que se activa un sensor de potencial la constante de equilibrio
para la apertura del canal se incrementa D veces. Es asi como el modesto aumento en DD
de 15 a 25 (Tabla 4) cuando el canal estd en presencia de la subunidad p1, implica un
aumento en 8 veces la constante de equilibrio cuando los cuatro sensores de potencial
estén activados (LD"). Los factores alostéricos son de dificil interpretacion estructural,
pero su incremento puede estar relacionado a la facilitacién de los cambios de confor-
macién que ocurren cuando el canal se abre y a la estabilizacién de los estados abiertos.
En efecto, los registros de canal tmico muestran que la subunidad B1 incrementa tanto la
duracion de los episodios de actividad (“bursts”) como la de los periodos silentes que
quedan entre ellos (‘gaps’). La duracién de los episodios de actividad aumenta aproxi-
madamente 7 veces mas que la de los periodos silentes lo que trac como consecuencia
un aumento en la probabilidad del estado abierto (Nimigean y Magleby, 2000).

Una prediccién estricta de este modelo alostérico es que un cambio en los facto-
res alostéricos no afecta el comportamiento del canal cerrado, pero si el del canal abier-
to. Es decir, la afinidad del canal cerrado por calcio (con constante de equilibrio X) no se
ve afectada pero si cambia la afinidad por calcio del canal abierto (con constante de
equilibrio XC; C>1). Lo mismo se espera para el movimiento del sensor de potencial
(con constantes de equilibrio J y JD, respectivamente; D>1). La caracterizacién de la
union de calcio y del movimiento de los sensores de potencial cuando el canal esta abier-
to, verificaria experimentalmente esta prediccion (ver por ejemplo Horrigan y Aldrich,

2002).
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1.2.  Diferencias entre las subunidades B1 y 82

El sello distintivo de la subunidad B2 es su dominio de inactivacidn rapida, pero
ésta también tiene efectos importantes sobre la sensibilidad a calcio del canal. Si bien los
efectos son cualitativamente similares a los de la subunidad B1, un estudio detallado de
los efectos de la subunidad B2 sin su dominio de inactivacién (B2IR) revela importantes
diferencias. A todas las concentraciones de calcio estudiadas, la subunidad B2IR hace
que el canal tenga valores de V5 menores que con la subunidad B1. Esta diferencia se
acentiia en las concentraciones de calcio mds extremas.

Cuando el calcio intracelular es menor a 100 nM el canal MaxiK deja de ser de-
pendiente de calcio y s6lo se activa por potencial. Es muy interesante que en estas con-
diciones el Vp s en presencia de la subunidad 1 sea hasta 50 mV mayor que en su ausen-
cia o con la subunidad B2IR, ya que esta diferencia debe originarse en algiin cambio en
la dependencia de potencial del canal. Tanto el analisis de la pendiente limite como el
ajuste al modelo de activacion alostérico sugieren que la subunidad B, pero no la sub-
unidad B2IR, afecta el movimiento de los sensores de potencial del canal entre los esta-
dos cerrados. Este efecto puede deberse a una disminucién del potencial medio de acti-
vacion o a una reduccién de la dependencia de potencial de los sensores.

1.3. Relevancia fisiologica de los efectos de las subunidades Bl vp2

Todas las subunidades P tienen un patrén de expresion bastante definido en los
tejidos de mamiferos. La subunidad B1 se encuentra preferentemente en distintos tipos
de musculatura lisa (Chang y col., 1997; Jiang y col., 1999). Por su parte, la subunidad

P2 se encuentra casi exclusivamente en el rifion y el pancreas (Wallner y col., 1999; Ue-
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bele y col., 2000), aunque algunos reportes la han detectado en tejidos cerebrales Xiay
col., 1999). Este estricto patrén de expresion sugiere que las subunidades B regulan al
canal MaxiK de manera especifica, confiriéndole propiedades particulares en cada uno
de los tejidos en que se expresa.

La correspondencia funcién-expresion ya ha sido demostrada para la subunidad
Bl en la musculatura lisa vascular, gracias al estudio de un ratén knock-out que carece
del gen que codifica esta proteina (Pluger y col., 2000; Brenner y col., 2000b). La sensi-
bilidad a calcio que el canal tiene en presencia de la subunidad B1, es un requisito para el
acoplamiento correcto entre las chispas de calcio de las células musculares y la aparicién
de las corrientes espontaneas de salida (STOCs) que hiperpolarizan la célula. Cuando la
subunidad B1 no estd presente, la frecuencia de las STOCs disminuye drasticamente, las
células musculares lisas no se hiperpolarizan lo suficiente, las paredes vasculares se es-
trechan y los animales son hipertensos (Pluger y col., 2000; Brenner y col., 2000b).

Si bien el factor més importante para el acoplamiento entre las chispas de calcio
y las STOC:s es la sensibilidad a calcio del canal, Ia menor dependencia de potencial que
¢ste tiene en presencia de la subunidad B1 también puede ser un factor relevante. La Fi-
gura 24 muestra curvas Pg)/V teoricas calculadas con una funcion de Boltzmann (ecua-
cion (2)) usando los valores experimentales de ¥y 5 y z para canales MaxiK « y a+B1 en
2.8 M de calcio intracelular, concentracion cercana a la estimacién minima para una
chispa de calcio. Junto a la curva de a+§§1, se muestra una tercera curva teérica corres-
pondiente a un canal con la misma dependencia de potencial de o (1.6). Se puede ver
que a -40 mV —potencial de reposo de una célula muscular lisa— y a cualquier potencial

menor que el 5, un canal con una menor dependencia de potencial (z) tendra una ma-
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yor probabilidad de estado abierto. Tanto esta menor dependencia de potencial como la
cinética de desactivacion més lenta, deben contribuir a que los eventos de STOCs tengan
una mayor duracién y un mayor efecto en el potencial de membrana de las células mus-
culares lisas.

En el caso de la subunidad B2, su presencia se evidencia funcionalmente en célu-
las cromafines de la médula adrenal de rata, ya que alrededor de un 75% de éstas presen-
tan corrientes de canales MaxiK que se inactivan, denominadas BK; (Solaro y col.,
1995). Estas células pueden disparar potenciales de accion de manera repetida cuando
son estimuladas con un pulso de corriente sostenido, lo que no sucede en las células

cromafines con corrientes de MaxiK que no se inactivan (BK;). Se observé que los po-
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Figura 24. Efecto de la dependencia de potencial (z) sobre la activacion del canal
por calcio.

Curvas teoricas de P)/V generadas usando los valores experimentales de V5 a [Ca2+]
= 2.8 uM, para la subunidad a sola (42 mV) o en presencia de la subunidad B1 (-10
mV). Para o, z=1.6. Para a+1, se muestra una curva con z=1 y otra con z=1.6. Las cur-
vas se generaron usando una funcion de Boltzmann. Se indica el potencial de reposo
aproximado para una célula de musculatura lisa vascular (-40 mV).
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tenciales de accion de las células con corrientes BK; tienen una post-hiperpolarizacién
més acentuada, que contribuiria a recuperar més ripidamente los canales de sodio para
permitir un nuevo potencial de accién. Solaro y col. (1995) atribuyen esta diferencia a
que las corrientes BK; se desactivan més lentamente que las BKj, al igual que las
o+B2IR respecto a las a. Curiosamente, no se ha establecido un papel para el proceso de
inactivacion, la caracteristica mas notable de la subunidad B2.

No hay datos experimentales que nos indiquen el impacto fisiologico del aumen-
to en la sensibilidad a calcio producido por la subunidad B2. Sin embargo, si se ha esta-
blecido que el bloqueo de los canales MaxiK por CTX impide el disparo repetitivo de las
células con corrientes BK; (Solaro y col., 1995). Esto indicaria que la activacién de este
canal durante un potencial de accién es necesaria para posthiperpolarizar la céhila rapi-
damente. Se puede esperar que si los canales MaxiK en las células cromafines no tuvie-
ran la sensibilidad a calcio incrementada por la presencia de la subunidad B2, se activari-
an menos durante el potencial de accién. Esto produciria una posthiperpolarizacién defi-

ciente y no permitiria un disparo repetitivo de potencial de accién.

2. El efecto de 17-B-estradiol y Tamoxifeno

2.1. Farmacologia de la activacién por estrigenos

Los resultados presentados muestran que no sélo el 17-B-estradiol, sino también
el antiestrogeno tamoxifeno (Tx), activa al canal MaxiK en presencia de su subunidad
B1,. Llama la atencion que dos moléculas que en un sistema (la activacién del receptor
nuclear de estrogenos) funcionan como agonista y antagonista, respectivamente, tengan

un mismo efecto en el canal MaxiK. La base molecular del antagonismo entre ¢l 17BE y
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Figura 25. Distintos compuestos estrogénicos y su efecto sobre el canal MaxiK.

Se indica el valor aproximado de ECsp para aquellos compuestos en que se ha reporta-
do. Los compuestos de la columna derecha no activan al canal MaxiK, ni en presencia
ni en ausencia de subunidad B1. En la parte inferior se muestra una escala cualitativa
representando la potencia relativa de los diferentes compuestos.

el Tx (Shiau y col., 1998) ofrece una explicacion, ya que este Gltimo compuesto se une
al receptor nuclear de estrégenos pero impide su dimerizacién. La dimerizacion del re-
ceptor es un requisito para su transferencia al nticleo, en donde ejerce su papel de regu-
lador de la expresion génica. Es posible que para la activacion del canal MaxiK baste la
unidn del compuesto y por eso tanto 17-B-estradiol como Tx tendrian el mismo efecto.
Al observar el efecto de otros compuestos relacionados a 17-B-estradiol vy Tx,
podemos tener una idea de los requerimientos del sitio de unién de estrégenos que pro-
duce la activacion del canal MaxiK. La Figura 25 resume varias de estas observaciones.
Se ha mostrado que 17-a-estradiol tiene un efecto parcial, menor al de 17-B-estradiol

(Valverde y col., 1999). La pequefia diferencia estereoquimica entre ambas moléculas
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evidencia la necesidad de una correcta ubicacién del grupo 17-OH para el efecto de Ia
droga. Testosterona, un compuesto relacionado pero con varias diferencias en su estruc-
tura quimica, no tiene efecto sobre el canal MaxiK (datos no publicados del laboratorio).
El antagonista esteroidal ICI 182780 (Faslodex™) también activa al canal, con una po-
tencia similar a la de 17-B-estradiol (Dick, 2002). Al igual que Tx, este antagonista se
une al receptor nuclear pero el voluminoso grupo quimico en la posicién 7o impide su
dimerizacion. Nuevamente, esto indica que el tinico requisito para la activacién del canal
MaxiK es la unién de un compuesto adecuado.

El 4-OH-tamoxifeno, metabolito activo de Tx, también activa al canal en presen-
cia de la subunidad B1 y de manera similar al Tx (Dick y Sanders, 2001). El Dietilestil-
bestrol (DES), un agonista no esteroidal del receptor nuclear que interacttia con el sitio
de unién de ligando de este receptor de manera muy parecida al 4-OH-Tx (Shiau y col.,
1998), no es capaz de activar al canal MaxiK y, al igual que Tx, tiene un efecto inhibito-
rio independiente de subunidad B (Yolima Torres, tesis de Magister; datos no publicados
del laboratorio). Ya que DES no activa al canal, la interaccion de Tx con el canal MaxiK
debe tener importantes diferencias cuando se la compara con la interaccion de este com-
puesto con el receptor nuclear de estrégenos. El 0,p’-DDT es un insecticida que, al igual
que 17-f-estradiol y Faslodex™, provoca una relajacion aguda de la musculatura lisa
vascular por inhibicién de canales de calcio tipo-L (Ruehlmann y col., 1998). Este com-
puesto tampoco activa al canal (datos no publicados del laboratorio).

Se han estudiado muy pocos compuestos como para elaborar una farmacologfa
completa de [a activacién del canal MaxiK por estrogenos. Sin embargo, se puede afir-

mar que existen claras diferencias con la farmacologia de los receptores nucleares, sugi-
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tiendo un sitio de unién completamente diferente. Por otra parte, la especificidad del
efecto hacia ciertas moléculas y no otras, habla de una interaccién definida, y no de un
efecto inespecifico como, por ejemplo, uno debido a la alteracién del entorno lipidico
del canal.

2.2. La inhibicién del canal MaxiK por Tamoxifeno

El antiestrogeno Tx mostrd un efecto bifasico, dependiente de la concentracién,
sobre el canal: a concentraciones menores de 1 uM Tx activa el canal de una manera
dependiente de la subunidad B1, y a concentraciones mayores se observa una inhibicién
del canal que es independiente de la presencia de cualquier subunidad p. Esta inhibicion
parece no estar relacionada a la sensibilidad del canal al calcio ni al potencial eléctrico,
ya que las curvas G/V no se desplazan y solo se afecta la P méxima. El mecanismo de
inhibicién més simple que da cuenta de esta observacion es un bloqueo directo de la via
de conduccion, pero esto debe ser confirmado con otras evidencias experimentales tales
como registros de canal tinico.

Los otros reportes de activacién del canal por Tx han sefialado s6lo una pequeiia
inhibicion, de alrededor de un 5%, asociada a una disminucién de la conductancia unita-
ria (Dick y col., 2001). Otras publicaciones mencionan sélo la inhibicién, sin que se ob-
serve activacion (Perez, 2003), o un efecto dependiente de la concentracién de calcio
(Perez, 2004). Las contradicciones en estas observaciones pueden deberse a diferencias
de especie o en las preparaciones de los canales utilizados.

Se ha reporiado también que Tx inhibe canales de sodio y potasio en células de la

glia (Smitherman y Sontheimer, 2001), asi como también algunos canales de cloruro
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{Zhang y col., 1994). Si bien no hay estudios biofisicos detaltados, en todos estos casos
se trata aparentemente de un bloqueo de la via de conduccion. Es posible que todos estos
canales, junto al canal MaxiK, tengan algiin determinante estructural en comitin que
permite la interaccion de Tx con el poro o via de conduccién del canal.

2.3. La especificidad por las subunidades §1 y 4

La activacion por 17BE se observé en presencia de las subunidades 1 y B4 (y no
de la 32), mientras que la activacién del canal por Tx s6lo se observé en presencia de la
subunidad B1. Este es también un claro indicio de una interaccién especifica. Pero por
otro lado, el que la subunidad B1 responda a ambas drogas mientras que la subunidad p4
Io haga sélo a 17BE es un resultado que tiene dos posibles explicaciones.

La primera posibilidad es que en presencia de la subunidad B1 existan dos sitios
distintos para la unién de 17BE y Tx, respectivamente, mientras que en presencia de la
subunidad [34 exista el sitio de union para 17BE pero no el de Tx. Alternativamente, en la
presencia de la subunidad B1 puede existir un solo sitio que une ambas moléculas, mien-
tras que en presencia de la subunidad P4 existiria un sitio distinto, que uniria solo 17BE
(ambas interpretaciones se encuentran representadas gréficamente en la Figura 26A).
Dada la baja similitud de secuencia entre las subunidades B1 y B4 (la mas baja entre to-
das las subunidades [3), la segunda alternativa parece mds probable. Estudios farmacolo-
gicos mds extensivos entregaran las herramientas para distinguir entre las dos posibles

explicaciones.
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Figura 26. Posibilidades para explicar la diferencia de efectos de estradiol y Tx en
la subunidades f1 y p4

A, un mismo sitio de union para 17BE (E,) presente en canales a+p1 y a+B4. y un sitio
diferente de unidn para Tx presente solo en canales a+B1. B, Un mismo sitio para E, y
Tx en canales a+f1 y un sitio distinto, que solo une E,, en canales a+f4.

24. Los segmentos de transmembrana vy el efecto de estrégenos

Los resultados con las subunidades B quiméricas proponen a los dominios intra-
celulares y/o de transmembrana de la subunidad B1 como el requerimiento estructural
para la activacion del canal por 17-B-estradiol. Como ya se menciond, este resultado no
es suficiente para proponer a estos dominios como el sitio de unién para estrogenos. El
17-B-estradiol puede unirse la region extracelular de las subunidades B y los dominios de
transmembrana e intracelulares serian un requerimiento para la transduccién del efecto.
La identificacion de estos dominios como responsables del acoplamiento funcional para

los efectos de las subunidades B sobre las propiedades de compuerta del canal MaxiK,

apoya alin mas esta posibilidad.
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3. Identificacion de dominios funcionales.

3.1. Las subunidades B v el acoplamiento funcional en la activacién del canal

Los resultados obtenidos en la primera parte de la tesis indican que las mayores
diferencias en los efectos de las subunidades P estudiadas parecen estar relacionadas con
efectos sobre el movimiento del sensor de potencial. La interpretacion de los datos con
el modelo alostérico de activacion indica que ambas subunidades p afectan el acopla-
miento funcional de la compuerta del canal con los estimulos que lo activan, mientras
que s6lo la subunidad B1 afecta el movimiento de los sensores de potencial del canal.
Por otra parte, los resultados obtenidos con las subunidades B quiméricas establecen que
las diferencias en la modulacion de las propiedades del canal MaxiK por las subunidades
Bl y P2IR, estén asociadas a los dominios de transmembrana y/o intracelulares de éstas.
Si juntamos estas dos observaciones, podemos inferir que los segmentos de transmem-
brana e intracelulares de la subunidad 1 son los que interactiian con los sensores de
potencial del canal (Figura 28A). Esto tiene mucho sentido con la localizacién molecular
de los sensores de potencial en la subunidad a, que estarian formados principalmente por
el segmento S4 de transmembrana (Diaz v col., 1998) con alguna posible participacion
de los segmentos S2 y S3 como en el caso del sensor de potencial del canal Shaker (Pa-
pazian y col., 1995; Seoh y col., 1996).

Por otra parte, ambas subunidades (§1 y B2) alteran el acoplamiento funcional
entre los estimulos que activan el canal —el movimiento de los sensores de potencial y la
union de calcio— y la apertura de la compuerta. En el modelo de activacién alostérica,

este acoplamiento funcional estd representado por los factores C' y D. Aunque existen
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diferencias cuantitativas entre ambas subunidades B, el efecto cualitativo es el mismo. Es
por lo tanto dificil establecer qué papel juegan los segmentos de transmembrana e intra-
celulares en estos efectos, y para poder inferir algo mas debemos considerar las estructu-
ras que en la subunidad a llevan a cabo estos acoplamientos.

El acoplamiento funcional entre el movimiento de los sensores de potencial y la
compuerta del canal no ha sido estudiado en el canal MaxiK, pero si en otros canales

dependientes de potencial. Al parecer, el lazo entre los segmentos S4 y S5 cumple gran

Figura 27. Modelo de resortes para la activacion del canal MaxiK.

Modelo propuesto por Niu y col. (2004). Se muestran esquematicamente dos subunida-
des de las cuatro que componen cada canal. Los segmentos de transmembrana SO al S5
se representan como un solo bloque y el segmento S6 de manera individual. Del domi-
nio intracelular sélo se representa un dominio RCK por subunidad. Tanto la union de
calcio (a) como la activacion de los sensores de potencial (b) favorecen la apertura del
canal (¢), pero no de manera estricta. Una vez que el canal estd abierto, el movimiento
de los sensores (d) o la unién de calcio (e) ocurren mas facilmente.

|
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A

Figura 28. Modelo de interacciones propuestas entre las subunidades B y el canal
Maxik.

A, La subunidad B1 interactta con el sensor de potencial y los lazos S4-S5 y S6-RCK.
B, La subunidad B2 interactta solo con los lazos.

parte de esta funcion, junto con el extremo intracelular del segmento S6 (Chen y col.,
2001; Lu y col., 2002: Tristani-Firouzi y col., 2002). Para el acoplamiento funcional
entre la union de calcio y la activacion del canal, las evidencias recientes postulan al
segmento o lazo que se encuentra entre el segmento S6 y el dominio RCK como respon-
sable de esta funcion (Niu y col., 2004). En el trabajo de Niu y col. (2004) los resultados
muestran que el largo del lazo S6-RCK esté inversamente relacionado a la P, del canal,
lo que llevo a los autores a proponer un modelo de ‘resortes’ para la activacion del canal.
Segiin este modelo, ambos lazos (S4-S5 y S6-RCK) estarian funcionando en el canal
MaxiK como ‘resortes’ que estabilizan o favorecen uno de los estados de la compuerta
del canal (cerrado o abierto), segin la posicion de los sensores de potencial y el estado
de los dominios RCK (Figura 27).

En el contexto del modelo propuesto por Niu y col (2004), los resultados indican

que las subunidades Bl y P2 deben estar afectando el funcionamiento de los lazos-
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resortes, es decir los lazos S4-S5 y S6-RCK (Figura 28A y B). Al ser éstas estructuras
intracelulares, los dominios intracelulares de las subunidades B estin en el lugar idéneo
para modificar su funcionamiento.

3.2. Diferencias en la secuencia de las subunidades §1 v B2

De todas las subunidades B, p1 y B2 son las de secuencia mas parecida, con un
34.9% de residuos idénticos mds un 11.5% de residuos similares. No es extrafio, enton-
ces, que los efectos de ambas subunidades sobre el canal sean similares. Pero por otra
parte, la similitud de secuencia implica que las diferencias funcionales encontradas de-
ben residir en unos pocos residuos aminoacidicos. Los dominios de transmembrana e
intracelulares, responsables de las diferencias entre las subunidades Bl y B2, tienen una
similitud de secuencia atin mayor. En la Figura 29 se puede ver que la mayor diferencia
es claramente la longitud de los segmentos intracelulares, mientras que los segmentos de
transmembrana difieren en sélo unos pocos aminedcidos (alrededor de 50% de residuos
idénticos). Entonces, los resultados obtenidos orientan de manera importante la cons-
truccién y caracterizacion de nuevas quimeras y mutaciones puntuales, porque los expe-
rimentos futuros deberan restringirse a segmentos bastante pequefios de las subunidades

B. De esta manera se definiran los residuos involucrados en la interaccion de la subuni-

dad « con las subunidades 1 y B2.
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BL  (122) ann"_ ;

Figura 29. Alineamiento de las secuencias de las subunidades 1 y B2IR.

Las secuencias respectivas se muestran en codigo de una letra. Las areas sombreadas
indican identidades y similitudes. Las areas enmarcadas corresponden a los sitios de
transmembrana deducidos por analisis de secuencia.

3.3. Papel del dominio extracelular

Es posible que el dominio extracelular también esté involucrado en el acopla-
miento funcional de las subunidades B del canal MaxiK. En una publicacion reciente
(Fernandez-Fernandez y col., 2004), demostramos que un polimorfismo en un residuo
ubicado en el lazo extracelular de la subunidad B1 humana también tiene consecuencias
sobre los cambios en sensibilidad a calcio que esta subunidad provoca sobre el canal.
Este polimorfismo, presente en aproximadamente un 20% de la poblacion, consiste en el
cambio de un acido aspartico en la posicion 65 por una lisina (E65K). En presencia de la
subunidad Blgesk el canal tiene una mayor sensibilidad a calcio que en presencia de la
subunidad B1., reflejada en una diferencia de hasta 30 mV en el V5. Este polimorfis-
mo, sin embargo, no altera la cinética macroscopica del canal. En el marco del modelo
de activacion alostérica por potencial y por calcio, este efecto se pudo explicar tan sélo
con un leve cambio en los parametros Jy y Ky respecto a la subunidad B1y, (Fernandez-
Fernandez y col., 2004).

Como ya se comento, algunos de los efectos de las subunidades B1 y B2 sobre las

propiedades del canal son similares. Por eso, los resultados con las subunidades B qui-




-

Discusion 82

méricas no permiten atribuir completamente estos efectos a los segmentos de transmem-
brana e intracelulares. Es posible que los dominios extracelulares de ambas subunidades
p tengan un efecto importante sobre el canal pero que éste sea el mismo para las dos. El
estudio de quimeras con otras subunidades p —especialmente las subunidades B3, que no
tienen efectos aparentes sobre Ia sensibilidad a calcio y potencial del canal- y también

de deleciones o mutaciones en el lazo extracelular, entregard mas informacién sobre el

papel de este dominio.
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APENDICES

1. Derivacidon de la probabilidad del estado abierto para el
modelo de activacion alostérica (Ecuacion 1).

Para un modelo cinético cualquiera con m estados cerrados y n estados abiertos,

la probabilidad de encontrar el canal abierto esta dada por la expresion

Roy=% "z

ZC‘ " 2 9 )
Para el caso del canal MaxiK, definimos Cij y Oij como la probabilidad estadisti-

ca de los estados cerrados y abiertos, respectivamente, con 7 sensores de potencial acti-

vados y j sitios de union de calcio ocupados (i=0,1,2,3,4 y j=0,1,2,3,4). Cuando no hay

calcio unido, (i=0,1,2,3,4 y /=0) el esquema de la Figura 3B (pdgina 8) nos dice que:

0

—=4J

Coo

C20=C20XC,0 =§J'X4J'=6J'2
Co Cno Co 2
C3°=C3°xC2°=ng6J2=4J3
Co Cyu Cp 3

Cao C4OXC30 =ljx4j3=J4
Co Gy Cp 4

Lo quellevaa

4
Zg&=1+4.}+6.]2 L4+ T = (e )
£ C,, (10).
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Cuando j=4, es decir cuando las cuatro subunidades del canal tienen sus sitios de
union de calcio ocupados, el esquema de la Figura 3B se transforma en
E
Co4<—>4JE Cm"‘—"S/ZJE Cz42<—"/31 034*“‘*1/4]E Cy

th* iLC“D tLC“D’ iLC“D3 1LC‘D‘

Opye—> O Opye—> O3y« 0y
4JDE 32JDE  2/3]DE 1/4]DE

A partir de este esquema y de manera similar a la anterior, se puede deducir que

4
2& =1+4JE +6(JE)" + 4(JE) +(JE)* = (1+ JE)*
[ 04 .

ﬁi_ =K*
Como Coo (ver esquema en Figura 3A),

podemos escribir

4
Z& =(1+JEY'K* = (K + JKE)*
[ oo

(i).
Para 1 <j < 3, el modelo considera que cuando una subunidad del canal tiene su
sitio de unidn de calcio ocupado, la constante de equilibrio para su sensor de potencial es
igual a JE, mientras que para los sensores de potencial en subunidades con sitios de cal-
cio no ocupados la constante de equilibrio es.J. Esto implica que existe mas de un estado
C,j cuando 1 <ij < 3. El esquema para el equilibrio entre los estados cerrados C; (=1 e

i=0,1,2,3,4) queda de la siguiente manera:



Apéndices 85

W[ Subunidad consitio de
calcio acupado

3] ]
&3 > PN — B - @ (O Subunidad con sitio de

E
‘J/' \ calcio desocupado
ne JE JE Sensor de potencial
O 3 ue activado
\ y
:

Sensor de potencial en
Lo reposo

De este esquema se deduce que

4
29“1"=1+3J+3J2 + P+ JE+3JPE+3PE+ J'E=(1+J) (1 + JE)
1= 01

Co
COO

=4K
y como

podemos escribir

' C0 4K (14 9) L+ JE) = 4(1+ JY (K + JKE)

1 Coo . (12)

De manera similar se puede demostrar que

ii =6(1+ ) (K + JKE)*
&1 Cyo (13)

}4; Ca _ 41+ J)K + JKE)®

y w (14)

Sumando las ecuaciones (10), (11), (12), (13) y (14) y luego factorizando se tiene

que:
i 4
Z Z L=+ )+ (K +JKE) =(1+J + K + JKE)*
=0 = COG (15)

En el caso de los estados abiertos, un desarrollo similar muestra que
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y dado que

podemos escribir

4 4

0,
2 Z Y = L(1+JD+KC + JKCDE)*
J= ‘ 00

(16).
Finalmente, con las ecuaciones (9), (15} y (16) podemos escribir la expresion de

la probabilidad del estado abierto indicada en la ecuacion (1).

4 4 B

e

[N] ] 0 L(]. +JD+ KC + JKCDE)4
i& " L(+JD+KC+ JKCDE)* +(1+ J + K + JKE)*
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2. Significado de los parametros del modelo de activacion
alostérica para el canal MaxiK

Parametro
Ky

Lo

Jo

ZL

ZJ

Vo.s(J)

Significado

Constante de disociacion de cada sitio de unién de calcio, para el canal cerra-
do vy sin sensores de potencial activados

Constante de equilibrio para la apertura del canal a potencial 0, sin sensores
de potencial activados y en ausencia de calcio.

Constante de equilibrio para la activacion de cada sensor de potencial a po-
tencial 0, con el canal cerrado y en ausencia de calcio.

Dependencia de potencial de la transicién C—O (constante de equilibrio L).

Dependencia de potencial de la transicion R—A (constante de equilibrio J).
Factor alostérico entre la union de calcio y la apertura del canal.

Factor alostérico entre la activacion de un sensor de potencial y la apertura
del canal.

Factor alostérico entre la activacién de un sensor de potencial y la unién de
calcio.

Vo5 del movimiento de los sensor de potencial o potencial en que J=1.

Jo, 21y Vos(J) estan relacionados por la expresion

Jy = exp(

=2, FV;5(J)
RT
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