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RESUMEN

Los canales de potasio dependientes del potencial eléctrico (Ky) juegan un papel
fundamental en la respuesta eléctrica en las células excitables, es decir las células
nerviosas y musculares. Algunos de ellos tienen la capacidad de inactivarse y pasar a
un estado que no permite el flujo de iones K* sino hasta después del periodo de
recuperacion. La inactivacién de los canales de potasio puede determinar la duracién y
frecuencia de los potenciales de accion determinando un periodo refractario sin

" capacidad de respuesta a un estimulo.

En los canales Ky existen dos tipos de inactivacién, la de tipo N y la de tipo C,
siendo esta {ltima el tema central de esta tesis. A diferencia de la inactivacién de tipo
N, que es afectada por mutaciones en la regién amino terminal, la inactivacién de tipo
C es afectada por mutaciones en el extremo carboxilo terminal. En particular, en la
regién del poro (regién P) y en el iltimo segmento transmembranal (S6). Estos y otros
resultados llevaron a Yellen y col., en 1994, a postular que durante la inactivacién de
tipo C, el flujo de K* cesaria al ocurrir una constriccién del vestibulo externo del
canal.

El principal objetivo de esta tesis fue investigar las bases moleculares de la
inactivacion de tipo C en canales de potasio tipo Shaker. Se intent6 dilucidar distintos
aspectos de la inactivacién con el fin de entender el proceso y su modulacién. Los

estudios se realizaron empleando técnicas de electrofisiologfa, mediante las cuales se
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midieron las corrientes idnicas y las corrientes de compuerta en varias mutantes en la
region P y la region S6 del canal ShakerH4 A 6-46.

Uno de los aspectos estudiados fue la participacién de una o de todas las
subunidades del canal en el proceso de inactivacion de tipo C. En el caso de la
inactivacién de tipo N se sabe que el extremo amino terminal de una subunidad
bloquea el flujo K*. De acuerdo a los resultados obtenidos en esta tesis, en el caso de
la inactivacién de tipo C el cambio conformacional que cierra el canal ocurriria en
forma concertada. La participacién de todas las subunidades en el proceso de
inactivacion coincide con el modelo de constriccion, en el cual se propone el
acercamiento de las cuatro subunidades en forma sincronizada.

Es posible obtener canales con cinéticas de inactivacién muy distintas a la del
canal silvestre mutando un solo aminodcido. Quisimos determinar si los efectos de las
mutaciones de los residuos 447 y 449 de la region del poro son independientes o estin
acoplados. Los estudios cinéticos de canales con dobles mutaciones indican que
existiria una interaccion entre los aminodcidos de estas posiciones, la cual afectaria el
proceso de inactivacion.

Se estudié a que nivel ocurre la constriccién del poro analizando la unién del
Ba** al canal en estado inactivado tipo C. Demostramos que el bario es capaz de unirse
a un sitio en el canal formando un complejo estable, y que la entrada del Ba?* al canal
es independiente del potencial. Los resultados obtenidos permiten plantear un modelo
en el cual el cambio conformacional no ocurre en una pequefia regién, sino que

involucraria una zona extensa del poro.
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Se ha correlacionado la inactivacion tipo C con un cambio en la dependencia de
potencial del movimiento de las cargas de compuerta (Q(V)), requiriéndose una mayor
diferencia de potencial para movilizar la carga de compuerta de canales inactivados
tipo C que de canales cerrados. Demostramos que el Ba**, que forma un complejo
estable con el estado inactivado tipo C, estabiliza también el sensor de potencial en una
nueva conformacion. Fue posible establecer que la mutacién puntual D447N, que
afecta la unién del Ba** con el canal en el estado cerrado, elimina también el efecto
del Ba** sobre la curva Q(V).

Finalmente de intent6 discriminai entre dos tipos de inactivacién, los cuales
han sido propuestos para diferenciar el efecto de las mutaciones en la regién del poro
(inactivacion de tipo P) y en la region del segmento transmembranal S6 (inactivacién
de tipo S6). No fue posible distinguirlas experimentalmente, aunque tampoco es
posible descartar la existencia de ambas modalidades de inactivacién. Se observd, en
un mutante sin inactivacién el corrimiento de la curva Q(V) en respuesta a
despolarizaciones prolongadas. Esto indica que, en este mutante se ha desacoplado el
proceso que lleva a una nueva conformacién del sensor de potencial del cambio
conformacional en la boca del poro que impide el flujo idnico.

En conclusién podemos decir que resultados de esta tesis apoyan la idea que
propone que hay una constriccion de la boca externa del poro del canal. Esta ocurriria
durante el proceso de inactivacién de tipo C. Ademds los resultados indican que el

cambio conformacional no sélo involucra una regién puntual en el poro, sino un

cambio de mayor envergadura que modificarfa la interaccién del canal con los iones,

asi como la interaccién entre los dominios funcionales de la protefna.
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ABSTRACT

The biophysical properties of the voltage dependent potassium channels (Ky)
determine the electrical responses of the excitable cells, that is neuronal and muscular
cells. One of this properties is the ability to inactivate and arrive to state that does not
allow the K™ flux but only after a recovery period. The K* channel inactivation
determine the duration and the frequency of the action potential, defining a refractory
period, without response to stimulus.

Two types of inactivation are present in K, channels, the N and the C type.
The C type inactivation is the main subject of this thesis. While the N inactivation is
affected by mutations on the amino terminal region, the C inactivation is affected by
mutations on the carboxy terminal region, in particular, in the pore region (P region)
and in the S6 transmembranal segment. These and other results took Yellen and
collaborators, in 1994, to propose that during the C type inactivation, the K* flux
stops because the external vestibule of the pore becomes constricted.

The principal objective of this thesis was to investigate the molecular bases of
the Shaker potassium channel C-type inactivation. We attempted to clarify different
aspects of the inactivation in order to understand this process and its modulation.
These studies were made with electrophysiological techniques measuring the ionic

currents and the gating currents in different P region and S6 region mutants of the

ShakerH4 A6-46 channel.




One of the features studied was the participation of one or all of the channel
subunits on the C-type inactivation. In the N-type inactivation it is amino terminal end
of one subunit which blocks the ionic flux. According to our results, in the C-type
inactivation, the conformational change of the four subunits occurs in a concerted
manner. The participation of all the channel subunits in the inactivation, is consistent
with the constriction model, which supposes an approximation all of the subunits.

It is possible to obtain channels with inactivation kinetics that differ from the
wild type channel by a single amino acid mutation. We attempted to determine whether
the effects of a single mutation on residues 447 and 449 in the pore region were
independent or coupled. The kinetics of double mutant channels suggests that these
residues interact during the inactivation and this interaction would modify the process.

It was studied at which level of the pore the constriction occurs measuring the
Ba** binding to the C-type inactivated channel. We demonstrated that Ba®* is able tc'>
bind to a site in the channel forming a very stable complex, and that its entrance is
voltage independent. In view of our results we postulate that the conformational
change does not occur in a restricted area, but it involves a large zone of the pore.

A correlation was established between the C-type inactivation and a change in
the voltage dependence of the gating charge movement (Q(V)). Inactivated channels
require a large change of electrical potential than closed ones in order to move the
gating charge. We demonstrated that Ba>*, forming a very stable complex with C type

inactivated channels, would stabilize also the voltage sensor in the new conformation.
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We could establish that the point mutation D447N affecting the Ba** binding in the
closed state, also eliminates the Ba®* effect on the Q(V) curve.

We attempted to discriminate between the two types of inactivation that were
proposed to differentiate the effects of the pore mutations (P type inactivation) from
the S6 mutations ( S6-type inactivation). We could not distinguish between them
experimentally, but we could not discard this possibility. We observed, in the non
inactivating mutant a shift in the Q(V) curve in response to prolonged depolarizations.
In this mutant the process changing the voltage sensor conformation is uncoupled to
the change in the pore that eliminates the ionic flux.

Our results support the existence of a constriction in the pore that should occur
during the C-type inactivation. Furthermore they indicate that the conformational
change does not only involve a local rearrangement, but a larger change that would
modify the channel interaction with ions and interactions between functional domains

of the protein as well.
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INTRODUCCION

Los canales idnicos son las proteinas especializadas en la regulacion del flujo
i6nico a través de las membranas bioldgicas (Hille, 1992). Los cationes Na*, K*, Ca**
y Mg?* juegan un papel fundamental en numerosos procesos celulares siendo Ia
regulacién de su paso hacia y desde la célula esencial para la vida. Estos cationes
permitan la expresién de la excitabilidad de las células de los sistemas nervioso,
muscular y neuroendocrino.

La selectividad de un canal es una caracteristica intimamente relacionada con su
funcién y su estructura. La apertura o cierre de un canal selectivo permite a la célula
modificar la permeabilidad de su membrana en forma especifica, por ejemplo a un sélo
ion. Existen canales altamente selectivos, capaces de discriminar entre iones que
presentan la misma carga, como por ejemplo los canales de potasio que son 100 veces
mis permeables al K™ que al Na* (Hille, 1992). Por otra parte existen canales muy
poco selectivos que permiten el paso de distintos cationes, como por ejemplo el
receptor de acetilcolina, que conduce con eficiencias muy parecidas los iones NH,*,
K*, Na* y Cs™.

Los canales i6nicos presentan al menos dos estados conformacionales: el estado
cerrado y el estado abierto. Los canales en el estado cerrado no permiten el paso de

iones a través de ellos, a diferencia de los canales en el estado abierto que permiten el

flujo de los iomes en el sentido determinado por la gradiente electroquimica. Otra de




las caracteristicas fundamentales de los canales idnicos, ademas de la selectividad, es
la modulacién de la transicion entre estos dos estados. Existen basicamente dos tipos
de moduladores de la activacién o proceso de apertura de los canales i6nicos: el
potencial de membrana o la unién de ligandos. Sin embargo cabe sefialar que se ha
descrito un caso de regulacién mixta, en el cual hay regulacion por ambos factores: el
canal de K* activado por calcio (Latorre y col., 1989). En los canales regulados por
voltaje, existe en la proteina un sensor del potencial de membrana (Temple y col.,
1987), lo que le confiere al canal la capacidad de sentir cambios en ‘el potencial y
modificar su conformacion de modo que en ciertos intervalos de potencial se abre y en
otros se cierra.

Algunos canales, ademas de los estados cerrado y abierto, pueden estar en un
estado mo conductor llamado inactivado, (cuando los canales entran al estado
inactivado no pueden ser activados, llevados al estado abierto, y s6lo cuando se han
recuperado de la inactivacion pueden abrirse nuevamente) (Hille, 1992). De este modo
la inactivacion de los canales representa otra forma de regulacién de la permeabilidad a
los iones de la membrana.

Existen al menos dos tipos de inactivaci6n, llamados de tipo N y tipo C, siendo
el tema central de esta tesis la inactivacion de tipo C y sus bases moleculares. Se
describirdn en la primera parte de esta introduccién en forma general la estructura de
los canales de potasio dependientes de potencial, y su relacién con la activacién del
canal, para luego describir en detalle los antecedentes existentes sobre el proceso de

inactivaci6n de tipo C.




1. Canales dependientes del potencial.

Los distintos tipos de canales de potasio son proteinas altamente conservadas
entre los eucariontes (Latorre y Labarca, 1996). Los canales de K* han sido
clasificados en super familias, de acuerdo a sus caracteristicas estructurales, siendo una
de ellas la “super familia de canales S4” o dependientes del potencial, a la cual
pertenece el canal de potasio Shaker usado en esta tesis para estudiar la inactivacién

de tipo C.

1.1. Caracteristicas generales de los canales iénicos dependientes del potencial.

Un canal de potasio perteneciente a la super familia S4 estd formado por cuatro
subunidades (MacKinnon, 1991), y cada una de ellas se caracterizan por tener seis

segmentos hidrofobos que suponen ser transmembranales (Fig. 1).

Figura 1. Esquema de una
subunidad del canal de
potasio ShakerH4.

Se indican los exiremos
amino (N) y carboxilo (C)
de la proteina, asi como el
segmento de
transmembrana S4, que
seria el sensor de
potencial, y los segmentos
S5 y S6, entre los cuales
se ubica la regién que
formaria el poro del canal.




El segmento S4 presenta varios aminoicidos cargados positivamente, cada uno
seguido de dos residuos no-polares o hidrofobicos. Este segmento esta altamente
conservado en los canales de Ca** y de Na* de la misma super familia, y corresponde
al cuarto segmento de transmembrana en cada dominio de estos canales, que estin
formados por una sola cadena polipeptidica con cuatro dominios de seis segmentos
transmembranales (Noda y cols., 1984). Tomando en cuenta la secuencia y los
estudios de mutagénesis, se ha postulado que el segmento S4 serfa la regién que
detecta los cambios en el potencial de membrana constituyendo el detector de potencial
de estos canales, al cual llamaremos sensor de potencial (Bezanilla y Stefani, 1994).

Otra regién altamente conservada entre los canales de potasio dependientes de
voltaje (Ky) es la region ubicada entre los segmentos S5 y S6, llamada regién P. Esta
zona de la proteina con forma de un asa que formarfa las paredes del poro del canal
(Hurst y col., 1991). En esta region se encuentra el filtro de selectividad del canal que
determina el paso preferencial de iones potasio, en particular se ha descrito una
secuencia de 8 aminoicidos denominada “signature sequence” que es determinante
para este proceso (Heginbotham y col., 1994). La estructura de las regiones antes
mencionadas y la relacién con su funcién en el canal serdn analizadas en detalle més
adelante.

El cierre de los canales de potasio esta mediado por una regién de la proteina
que actia como puerta o “gate” acoplada al sensor de potencial, permitiendo un cierre

o apertura del canal controlado por el voltaje. Se ha postulado que esta puerta estaria

ubicada en el vestibulo interno del poro del canal (Armstrong y Taylor,1980).




1.2. Clasificacion de los canales de K* de la super familia S4.

Los canales de potasio estdn distribuidos en forma ubicua en células y tejidos;
su diversidad es determinante en la variedad de respuestas eléctricas frente a un
estimulo (Hille, 1992) y los mecanismos a través de los cuales se genera esta
diversidad son : el empalme (splicing) alternativo, la multiplicidad de genes y la
formacién de canales heteromultiméricos, es decir compuesto por subunidades no
idénticas (Tempel y col, 1987, Schwarz y col., 1988, Isacoff y col., 1990). Se
encontraron cuatro genes para los canales de potasio dependientes del potencial que
dieron lugar a cuatro subfamilias de canales que en Drosophila melanogaster han sido
Hlamadas Shaker, Shab, Shaw, y Shal, en tanto que sus homologos mamiferos son
Kvi, Kv2, Kv3 y Kv4, respectivamente (Jegla y Salkoff, 1994). Shaker y Shal son
canales con corrientes transitorias de tipo A', y se distinguen tanto en la cinética como
en la dependencia del potencial, en tanto que Shab y Shaw son rectificadores tardios
que difieren en las propiedades biofisicas (cinética de activacién y dependencia del
voltaje) (Fig. 2). Dentro de cada familia se agrupan varios canales generados por
“splicing” alternativo, los cuales a su vez presentan variaciones en sus propiedades
biofisicas, generando una diversidad que se ve aumentada por la mezcla de subunidad

heterélogas lo que genera canales con nuevas propiedades (Isacoff y col., 1990).

! Las corrientes de potasio de tipo A son corrientes transitorias, es decir una corriente de salida que se
inactiva rapidamente (Hille, 1992)

? Los rectificadores tardios son canales de potasio que modifican la conductancia de la membrana con
retardo respecto al cambio de potencial.




Resulta interesante el hecho que los canales heteromultiméricos s6lo puedan formarse
entre miembros de una misma subfamilia (Yu y col., 1996).
El canal de potasio usado en esta tesis para el estudio de la inactivacion tipo C,

es el canal de potasio ShakerH4 o Shaker B1, de Drosophila melanogaster (Schwarz y

col., 1988).
Shaker Shal
300 nA
200 ms Figura 2. Los canales de las subfamilias

Shaker, Shal, Shab y Shaw muestran

\ distintas propiedades cinéticas.

& Se muestran las corrientes de salida en
- respuesta a pulsos desde -80 a 20 mV,
cada 20 mV, con un potencial de
mantencién de -90 mV. (figura tomada
de Jegla y Salkoff, 1994)

Shab

1)

2. Estructura de los canales de K* dependientes del potencial

2.1. El poro de los canales de K* y el filtro de selectividad.

Sin lugar a dudas la caracterizacién de la region que constituye el poro del

canal fue un paso fundamental en la compresién del funcionamiento de éstos. El




bloqueo de los canales por toxinas y la determinacion de los residuos que participan en
su unién fue la primera aproximacién al estudio del poro del canal (MacKinnon y

Miller., 1989, Hurst y col., 1991). Los amino4cidos implicados en la unién de toxinas
estdn localizados en una regién entre los segmentos S5 y S6 que fue denominada
region P. Esta region de 19 aminoacidos (Fig. 3) es una zona hidrofébica y se postula
que formaria una horquilla o asa, delimitada por prolinas, la cual formaria el poro del

canal ( Kirsch y col., 1992).

Figura 3. El poro del canal de potasio
ShakerH4.

Se muestran los segmentos de transmembrana 5
y 6, y entre ellos la regién que forma el poro
del canal (P). Se destacan el nimero de los
residuos que son importantes para procesos que
se describen en esta tesis.

El uso de subunidades quiméricas, formados a partir de canales con
conductancias unitarias diferentes, fue una prueba determinante de que esta region
constituye el poro del canal. El s6lo traspaso de la regién P determina la conductancia
unitaria del canal: cuando el poro era Kv2.1 y el resto del canal Kv3.1, el canal

presentaba la conductancia unitaria de un canal Kv2.1, y vice versa ( Hartman y col.,

1991).




Otra regién que ha sido implicada en la formacion del poro del canal es el asa
S4-S5, que estaria implicada en la selectividad (Slesinger y col., 1993). Mutaciones
puntuales en este asa, afectan la selectividad del canal y también la afinidad por el
bloqueador tetraetilamonio (TEA) aplicado internamente. La regién inmediatamente
posterior al segmento transmembranal S6 también formarfa parte de la via de
conduccién del canal (la boca interna del poro) puesto que mutaciones puntuales en
esta regién del canal Kv2.1 modifican la afinidad por la 4-aminopiridina (4-AP) y el
TEA aplicados internamente (Shieh y Kirsch, 1994).

Una de las caracteristicas importantes de los canales K, es su gran
selectividad para el ion K*, capacidad que estid intimamente ligada a la via de '
conduccibn y a su secuencia. Los canales de K™ tienen una secuencia de 8 aminoacidos
dentro de la regién P que es altamente conservada entre ellos, cuatro de estos residuos,
GYGD, son indispensables para la selectividad del canal (Heginbotham y col., 1994,
Kirsch y col., 1995). Los estudios de mutagénesis puntual de esta regién han indicado
que ella forma el filtro de selectividad del canal, y que las mutaciones en esta region
transforman un canal de potasio en un canal no selectivo o un canal no conductor.

La region P tiene 19 aminoidcidos y no es un segmento transmembranal sino
que un asa (MacKinnon, 1995). El extremo amino de la regién P pareceria estar en
forma paralela a la membrana y s6lo una pequefia parte entraria realmente en la -
membrana (Hidalgo y MacKinnon., 1995). Los estudios recientes de la arquitectura
del poro del canal de K* han revelado que la regién P forma una via de conduccién

que tendria la forma de un cono poco profundo, el residuo tirosina 445, que forma

O



parte del filtro de selectividad, estaria en el centro y se localizaria a 0,5 nm de la
superficie del canal (Ranganathan y col., 1996).

Todas las conclusiones mencionadas anteriormente respecto al poro del canal
han sido basadas en experimentos de mutagénesis y electrofisiologia, y sélo este afio se
reporto una estructura obtenida mediante cristalografia de rayos-X (Doyle y col.,
1998). Se obtuvieron cristales de una proteina integral de membrana de Streptomyces
lividans que tiene una estructura (estudiada mediante la unién de una toxina de
escorpion) y una secuencia altamente conservada al ser comparada con otros canales de
K™*. Este canal tiene s6lo dos segmentos transmembranales, equivalentes a S5 y S6 de
Shaker , entre los cuales se ubica la regién P. El poro del canal tiene una forma de
cono invertida, y el filtro de selectividad mide 12 A de largo. El filtro es capaz de
coordinar dos K+ separados por una distancia de 7.5 A. La interaccién entre el filtro
de selectividad y los K™ ocurre a través de los grupos carbonilos de los enlaces
peptidicos, estando las cadenas laterales orientadas hacia la proteina y no hacia el
poro. Las cadenas laterales de la valina y tirosina del filtro GYGD estabilizan las
posiciones de los grupos carbonilos mediante interacciones electrostiticas con los
tryptofanos (434 y 435 en Shaker) de 1a regién P. Se determina de esta manera un poro
de un didmetro preciso, capaz de coordinar un K* deshidratado, pero incapaz de

coordinar iones de radio menor como Na* y Li*. El vestibulo interno del poro aloja un

tercer K*, que se encuentra hidratado.
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2.2. El sensor de potencial $4.

En la descripcion clasica de las corrientes idnicas, Hodgkin y Huxley (1952)
propusieron un modelo con particulas cargadas que frente un cambio en el campo

‘.
eléctrieo se reordenan en la membrana. Cuando todas las particulas pasan a un estado
permisivo se produciria un cambio en el canal que permitiria la conduccién de los
iones. Cuando el canal de Na* de Electrophorus electricus fue clonado se encontr6 que
el cuarto segmento transmembranal de cada dominio tenia entre 4 y 8 argininas
separadas por dos aminodcidos hidr6fobos o no polares (Noda y col., 1984). En el g
canal de potasio Shaker, se describié también una regién con 7 aminoécidos cargados
positivamente ubicados cada tres residuos en el segmento S4 (Temple y col., 1987). Se
propuso que esta region podria ser el sensor de potencial eléctrico de los canales
iénicos y que se moveria en respuesta a una modificacién del potencial. Este
movimiento induciria un cambio conformacional en la proteina, que llevaria a la
apertura del poro (Noda y col., 1984). El movimiento de estas cargas en respuesta a
cambios en el potencial eléctrico generaria una corriente diferenciable de la producida
por el movimiento de los iones a través del canal, llamada corriente de compuerta, la
cual habia sido medida experimentalmente una década antes del clonamiento de los

canales (Armstrong y Bezanilla, 1973, Keynes y Rojas, 1974). La mutagénesis puntual

proporciond las evidencias directas de que esta regi6n es parte del sensor de potencial

determinindose que mutaciones en las posiciones de los aminodcidos cargados




B activacion desactivacion
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modificaban la dependencia del potencial del proceso de apertura (Papazian y col.,
1991, Liman y col., 1991).

Las corrientes de compuerta que se generan durante la apertura del canal (activacion)
como durante el cierre (desactivacion) han sido estudiadas en detalle. En el proceso de
activacion las cargas de compuerta pasan desde una posicién no permisiva (canal
cerrado) a una posicion permisiva (canal abierto) generando una corriente de
compuerta positiva, en tanto que en el proceso de desactivacién las cargas vuelven
desde la posicién permisiva (canal abierto) a la no permisiva (canal cerrado)

observandose una corriente de compuerta negativa (Fig. 4). Una de las caracteristicas

omv Figura 4. Corrientes de
compuerta.

A00mV (A). Pulso de voltaje
- despolarizante. (B). En
respuesta a la
despolarizacion el canal pasa
desde el estado cerrado al
estado abierto, cambiando
de posicién las cargas de
cerrado abierto cerrado compuerta. Cuando se

c termina el pulso el canal

retorna al estado cerrado,
volviendo 1la carga de
compuerta a su posicion
original. La compuerta se

Corriente . .
Tiempo ubica hacia el lado

intracelular (C). Cuando la

carga de compuerta se

mueve para abrir el canal, se
observa una corriente de compuerta positiva, en tanto que cuando la carga retorna a su
posicién original al finalizar el pulso se observa una corriente negativa.

importantes del canal Shaker es que la curva Q(V) [cargas de compuerta (Q) en

funcion del potencial eléctrico (V)] se ubica a la izquierda de la curva G(V)

R
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[conductancia (G) en funcién del potencial eléctrico (V)] en el eje del potencial (Stefani
y col., 1994). Ademis, la corriente de compuerta precede en el tiempo a la corriente
iénica. Estas observaciones indican que el movimiento de las cargas de compuerta es
un evento que ocurre entre estados cerrados (que por simplicidad han sido dibujados
como uno sélo en la figura 4B) y antes del paso al estado abierto.

Por otra parte, la apertura del canal que se refleja en la aparicién de corriente
i6nica, ocurre con retardo respecto al inicio del pulso despolarizante. La duracién de
este periodo de retardo depende del potencial de mantencién que se emplee: mientras
mds positivo es el potencial de mantencién menor es el retardo, a pesar que el pulso
de prueba se da siempre a un mismo potencial. Una explicacién para este retardo es la
existencia de una serie de transiciones entre varios estados cerrados. A medida que el
potencial de mantencién es mds positivo, la poblacién de canales que sc;, encuentran en
alguno de los estados cerrados més cercano al estado abierto aumenta (ver esquema R-
1). Por esta razén tardan menos tiempo en abrirse en respuesta a un pulso de potencial
despolarizante. Un modelo cinético para la activaciéndel canal Shaker con 7 estados
cerrados (C) y un estado abierto (O) (ver esquema R-1), permite describir la corriente
de compuerta. En este modelo la carga se mueve principalmente entre los estados
cerrados, siendo éstas las transiciones dependientes del potencial eléctrico (V)

(Bezanilla y col,.1994).

V) 4 V) 89 V) 49

G =2 G= =2 = —=C— R-1)
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Como era de esperar, las mutaciones en el segmento S4 afectan las corrientes
de compuerta si este fuese el sensor de potencial (Perozo y col., 1994). Se debe
sefialar que ciertas mutaciones mutaciones no permiten la translocacién de la proteina
canal a la membrana.celular . Las mutaciones que afectan la maduracién de la proteina
pueden ser contrarrestadas introduciendo mutaciones en residuos cargados
negativamente en los segmentos S2 y S3 (Papazian y col., 1995). Estos resultados han
permitido proponer que interacciones entre los residuos con carga positiva en el
segmento S4 y los residuos con carga negativa en los segmentos S2 y S3 estabilizarian
el estado cerrado y otras interacciones estabilizarian el estado abierto.

Este cambio de interacciones electrostdticas durante la activacién del canal
implica un cambio de posicién del sensor, lo que ha sido comprobado
experimentalmente. En efecto, la accesibilidad de las argininas del segmento S4 del
canal de Na®, determinado a través de la reaccién quimica de la cisteina (con que
fueron reemplazadas las argininas) con un metanotiosulfonato (MTS), se modifica
durante la activacién (Yang y Horn, 1995). En los canales de potasio se comprobé de
la misma manera que los residuos del segmento S4 sufrian un cambio de accesibilidad
durante la activacion del canal (Larsson y col., 1996). En este caso se reemplazaron
uno por uno los aminodcidos positivos por cisteinas y se observé su capacidad de
reaccionar con MTS. El cambio en la posicién de los residuos se muestra en la figura
5. Resulta extrafio que sean una o cuatro las cargas inaccesibles al MTS, puesto que

para que una regién de una proteina atraviese el ancho de la membrana se requiere de

20 amino4cidos, lo que implica que todas las cargas del segmento S4 deberian estar en
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la membrana y ser inaccesibles. La explicacion seria que el sensor de potencial estd en
un canal acuoso y solamente unos pocos residuos se encuentran rodeados por otras

partes de la proteina (Yang y col., 1997).

Ceirado Abierfo

Figura 5. Esquema de Ia
ubicacion de las cargas del
S4 en los estados cerrado y
abierto.

Se muestran los amino-
dcidos cargados del
segmento  transmembranal
S4, numeradas de la 1 a la
7. En el estado cerrado
solamente el aminoicido
cargado 2 esta inaccesible,
en tanto que en el estado
abierto son inaccesibles los
aminodcidos cargados 3, 4,
5 y 6 (figura modificada de
Larsson y col., 1996).

Intracelular

3. Un tercer estado conformacional de los canales ibnicos: el estado inactivado.

Ademas de los estados cerrados y abierto de los canales i6nicos, se ha descrito
un tercer estado conformacional llamado estado inactivado. Cuando un potencial
despolarizante es mantenido en el tiempo el canal pasa al estado inactivado, estado en
el cual el canal no conduce. El canal es capaz de salir de este estado s6lo si la
membrana es repolarizada. La rapidez de inactivacién y de recuperacién determinan la
frecuencia de disparos de potenciales de accién de una neurona actuando como
marcapaso de su actividad eléctrica, y determinando perfodos refractarios en los cuales

no hay capacidad de respuesta de las células (Hille, 1992).
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Como se ha indicado anteriormente los canales de K* dependientes del
potencial presentan dos tipos de inactivacion, la inactivacién de tipo N o inactivacién
rdpida y la inactivacién de tipo C o inactivacion lenta. A continuacién se describen las
principales caracteristicas de la inactivacion de tipo N antes de describir los

antecedentes existentes sobre el mecanismo de inactivacién de tipo C.

3.1.Inactivacion de tipo N.

Al despolarizar la membrana pldsintica de una célula que exprese el canal
Shaker B, también llamado ShakerH4,, los canales se abren y ripidamente entran en el
estado inactivado. Esta inactivacion ocurre con una constante de tiempo, <, entre 2 y 4
ms (Murrel-Lagnado y Aldrich, 1993). Mediante supresiones de distintas partes de la
proteina Hoshi y col. (1990) determinaron que el dominio N terminal de 83
aminoédcidos es el responsable de la inactivacidn.

Con anterioridad se describi6 en los canales de Na* un proceso de
inactivacién, proponiéndose que ella ocurriria cuando una parte del canal , que puede
ser removida mediante un tratamiento con pronasa aplicada intracelularmente, obstruye
el lado citoplasmético del poro (Armstrong y col., 1973). La cinética de remocién de
la inactivacién con una proteasa especifica, proteinasa alcalina b, indico que
probablemente se estaba liberando un pequefio peptido de la proteina (Rojas y Rudy,

1976). Bezanilla y Armstrong (1977) postularon el modelo de “bola y cadena” en el

cual una region de la proteina es la bola, la cual interactuaria con otra regién del canal
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llamada el receptor de la bola obstruyendo el flujo i6nico. La region que ocluye la via
de conduccién del canal de Na* es el segmento que une a las pseudosubunidades III y
IV, que actiia como una especie de bisagra. En el caso de los canales de K* se propuso
un mecanismo de bola y cadena para la inactivacion de tipo N, donde los 22 primeros
residuos son la bola y los 61 que siguen, la cadena. Dentro de la secuencia de la bola
hay una region hidréfoba, la cual interactiia con el receptor y estabiliza la unién
(mutaciones en esta region afectan la constante de disociacion), y una regién con
cargas positivas que permite interacciones electrostiticas de lz;rgo alcance (mutaciones
aqui afectan la constante de asociacion) (Hoshi y col., 1991, Murrell-Lagnado y
Aldrich, 1993, Toro y col., 1994).

Se demostré que la cinética de inactivacién cambia en forma proporcional al
nimero de bolas que presenta el canal (MacKinnon y col., 1993, Gomez-Laguna y
Armstrong, 1995). Esto llevl a proponer que el extremo amino terminal o la bola de
cada subunidad actda en forma independiente de las otras bolas, bastando la unién de
una de ellas a su receptor para que el canal se inactive (un canal formado por cuatro
subunidades de ShakerH4 tiene 4 bolas).

Los iones externos son capaces de modular la inactivacién de tipo N: a

medida que aumenta la concentracién de K* externo la recuperacién de la inactivacién

se hace mds rdpida. Ademas del efecto de los iones permeantes, se ha descrito un
efecto similar para el Cs*, que es un bloqueador del canal, cuya unién es capaz de

acelerar la recuperacion de la inactivacién (Gomez-Lagunas y Armstrong, 1994). De

o



podrian modificar el comportamiento eléctrico de una célula.

3.2.Inactivacion de tipo C.

Al suprimir los aminodcidos 6-46 la inactivacién de tipo N desaparece, sin
embargo es posible observar un segundo tipo de inactivacién en los canales de K*
ShakerH4 A6-46, la cual se ha denominado inactivacién de tipo C o inactivacién lenta,
ya que ocurre con un t entre 2y 4 s (Hoshi y col., 1991). La inactivacién lenta es un
proceso independiente del potencial eléctrico.

El primer informe de este tipo de inactivacién fue proporcionado por
Grissmer y Cahalan (1989), en un canal de K* de linfocito, en el que el TEA aplicado
externamente disminuia la rapidez de inactivacién aunque la integral de la corriente en
el tiempo era constante. La integral de la corriente en el tiempo, es decir, la carga total
que se movio a través del canal es una constante para un modelo en el que el canal s6lo
puede pasar al estado inactivado cuando no esta bloqueado. Esto se resume en el

siguiente esquema cinético

TEA

@) L—’ O-TEA

4

g

donde O es el estado abierto, I el estado inactivado y O-TEA el estado abierto-

bloqueado. El mismo efecto fue descrito para el canal ShakerH4 A6-46, en que la
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inactivacion se enlentece solamente cuando el TEA es aplicado externamente y no

internamente (Choi y col., 1991).

3.2.1. Aminodcidos que participan en la inactivacion tipo C.

Los canales ShakerH4 (o ShakerB) y ShakerA presentan distinta rapidez de
inactivacion tipo C. La diferencia entre ellos son tres aminodcidos, dos ubicados en el
segmento S6 y uno en la regién carboxilo terminal, sin embargo sélo este dltimo
modifica la inactivacién (Hoshi y col., 1991). Supresiones de regiones del carboxilo
terminal no remueven la inactivacién de tipo C, a diferencia de lo que ocurre en la
inactivaci6én de tipo N, donde la supresién de regiones del extremo amino terminal la
modifican. Estos resultados indicaron que en el caso de la inactivacién de tipo C, el
mecanismo no seria de bola y cadena.

Por otra parte los antecedentes del enlentecimiento de la inactivacién por TEA
externo y el conocimiento de que el residuo 449, ubicado en la boca externa del poro,
participa en la unién del bloqueador (MacKinnon y Yellen, 1990, Heginbotham y
MacKinnon, 1992), llevaron a estudiar el efecto de mutaciones puntuales en este
residuo sobre la inactivacion tipo C. Se obtuvieron canales con cinética de inactivacién
exponencial con constantes de tiempo desde los 80 ms hasta 10 s, segiin el aminodcido

que ocupara la posicién 449 (Labarca y MacKinnon, 1992, Lépez-Barneo y col.,

1993) (Fig. 6).




T449
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Figura 6. Cinética de
inactivacion tipo C en
mutantes  puntuales  del
residuo en posicion 449.

Se muestra el canal silvestre
donde el residuo en el canal
silvestre es treonina (T).
existe un grupo de mutantes
puntuales que presentan
cinéticas de inactivacion mais
rdpidas que el silvestre
(mutantes E, K y A) y otro
de cinética méis lenta
(mutantes H, Y y V). (figura
tomada de Lopez-Barneo y
col., 1993)

La inactivacién de tipo C se relaciond primero con un residuo ubicado en el

-extremo C-terminal de la protefna, y mds tarde con el poro del canal, en particular el

residuo 449. De Biasi y col. (1993) llamaron la atencién sobre una posible confusién

de fenémenos, al describir una mutacién puntual en el poro de un canal quimérico en

el cual el TEA aplicado externamente (en bajas concentraciones) aumentaba la

velocidad de inactivacién y la corriente méxima. Ellos llamaron a este proceso

inactivacion de tipo P, para diferenciarlo de la inactivacién lenta que es afectada por

mutaciones en la regién carboxilo terminal. Adn no ha sido posible dilucidar si es un

solo proceso o son dos los procesos de inactivacion.
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Hay que destacar que los estudios de los residuos que influencian Ia
inactivacion de tipo C, fueron enfocados al efecto de las mutaciones puntuales. No se
conoce si existen interacciones entre amino acidos durante el proceso de inactivacién

de tipo C que lo modulen.

3.2.2. Existe un sitio de unién de K que modula la inactivacién tipo C.

La modulacién por K* externo fue descrita en cultivos de neuronas del
hipocampo, en que la inactivacién se hacia mas lenta a medida que se aumentaba la
concentracion de este ion (Pardo y col., 1992). En el caso de las distintas mutantes de
la posicion 449 se observé el mismo efecto aunque en distintos grados segiin el
aminodcido que reemplaz6 la treonina del canal silvestre (L6pez-Barneo y col., 1993).

Cuando se estudiaron otros iones se descubrié que existe una correlacién entre
la capacidad de modificar la inactivacion y la capacidad de cruzar la membrana a
través del canal, proponiéndose la existencia de un sitio de unién para iones cuya
ocupacién impide que el canal se inactive, mecanismo que es conocido como “pie en la
puerta”-o “foot in the door”. Este mecanismo fue propuesto por Swenson y Armstrong
(1981) para explicar el enlentecimiento del cierre del canal a medida que se aumentaba
la concentracién de K™ o Rb* externo. Un aumento de la concentracién de potasio
externo modifica tanto la cinética de entrada al estado inactivado (la hace mis lenta)

como la cinética de recuperacién (la hace mis rdpida) (Levy y Deutsch, 1996a, Levyy

Deutsch, 1996b).
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Se ha observado acumulacion de canales en estado inactivado cuando se
repiten pulsos despolarizantes si el tiempo entre los pulsos no es suficiente para que los
canales se recuperen de la inactivacion. Se observé que este proceso es diferente
cuando se estudian canales ShakerH4 A6-46 o canales ShakerH4 (con inactivaci6n tipo
N presente) (Baukrowitz y Yellen, 1995). Cuando los canales tienen inactivacion de
tipo N ademas de tipo C la acumulacién de canales inactivados es mayor y es sensible
al potasio externo, a medida que aumenta el potasio externo esta acumulacién
dis;ninuye. La diferencia entre estos dos canales es que en uno hay flujo de K* a través
del canal (ShakerH4 A6-46 ) en tanto que en el otro, el flujo cesa por la inactivacién
(ShakerH4). Estos resultados se pueden explicar si se considera que la probabilidad de
ocupaci6n de un sitio que liga K* disminuye dando lugar a una inactivacién tipo C mds
rdpida.

Puesto que el residuo 449 (en ShakerH4) al cual se une el TEA también afecta
en forma dramdtica el proceso de inactivacién tipo C, se estudié el efecto de este
bloqueador en la sensibilidad de los canales al potasio externo y se observé que cuanto
méis alta era la concentracién de TEA externo mis sensible era el canal a la
concentracion de potasio externo (Lopez-Barneo y col., 1993). El bloqueador
entonces, se uniria al estado inactivado dejando atrapado el potasio dentro del canal, y
desestabilizando el estado inactivado tipo C. Apoyando esta idea, se ha demostrado

que cuando la histidina del canal Kv1.3, que ocupa la posicién equivalente a 449 en

Shaker, esta protonada el canal es menos sensible al TEA, atin cuando Ia sensibilidad
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al potasio externo no se ve afectada (Levy y Deutsch, 1996b). Este resultado permitié
proponer que el sitio al cual se une el potasio que modula la inactivacién se ubicaria
hacia el interior del poro, respecto del sitio de TEA (Heginbotham y MacKinnon,
1992), teniendo este bloqueador un efecto alostérico sobre este proceso. Ademis
Molina y col. (1997) describieron un doble mutante de ShakerH4 A6-46, D447E
T449Y, donde el TEA no modifica la cinética de inactivacion tipo C pero si la afecta
el K* externo, apoyando asi la idea que el residuo 449 no participaria directamente en
la inactivacién sino que regularia la unién del potasio a un sitio mas profundo.

La constante de disociacion aparente para el potasio externo, el cual afecta el
proceso de inactivacién, fue estimada en condiciones en que el flujo de K* a través del
canal es practicamente nulo, usando bloqueadores internos. El efecto de 1la
concentracién de K* externo sobre la cinética de inactivaciéon de la corriente no
bloqueada permite estimar un valor de 2 mM para la constante de disociacion.
Ademis, estudiando la dependencia del potencial de este proceso se propuso que este
sitio estaria localizado en el centro del campo eléctrico en el canal Kv1.4 (Baukrowitz
y Yellen, 1996).

En resumen, se ha postulado la existencia de un sitio de unién de potasio,
ubicado posiblemente en una posicién mds intracelular que el sitio de unién de TEA.

La ocupacién de este sitio modularia el proceso inactivacién de tipo C, debiendo

vaciarse para que el canal pueda inactivarse.
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3.2.3. Reordenamiento de la boca externa del poro.

Hoshi y col. (1991), en sus primeros estudios de la inactivacién tipo C,
propusieron que éste era un proceso que involucraba una constriccion de la boca
externa del canal. Los primeros resultados experimentales que apoyaron esta idea
fueron proporcionados por Yellen y col. (1994) mediante el uso de una mutacién
puntual en la posicion 449 de ShakerH4 A6-46 , en la cual se reemplaza la treonina por
una cisteina, aminodcido que puede coordinar el i6n cadmio. En este mutante el
cadmio puede unirse al estado abierto, y la curva de rapidez de unién en funcién de la
concentracion tiende a la saturacién lo que permite descartar una reaccién bimolecular
como la que se muestra a continuacion.

O + Cd*«— ocg* R-2)
Si este fuese el caso se esperaria una relacién lineal entre la concentracién del Cd y Ia
rapidez de unién. Ademds se determind que el paso al estado inactivado se favorece
con la unién de Cd** externo al estado abierto, aunque también puede unirse
directamente a canales inactivados, observindose en ambos casos la misma cinética de
recuperacién del bloqueo. Este hecho llevé a postular que el proceso ademis de la
union al estado abierto (O), involucraria el paso al estado inactivado (I), siguiendo un
esquema
O + Cd* «— OCd*%— ICd* R-3)

Esto junto al hecho que la afinidad del cadmio por el canal en estado inactivado es

45000 veces mayor que la afinidad por el estado abierto, llevd a postular que la boca
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del canal externa sufriria un reordenamiento cuando el canal pasa desde el estado
abierto al estado inactivado, en el cual los aminodcidos de esta region se expondrian al
medio o las subunidades se aproximarian unas a otras, facilitando la unién del cadmio

al estado inactivado (Fig. 7).

Figura 7. Esquema de la aproximacién de las
subunidades del canal y la unién del Cd** al
i estado inactivado.

= Cuando el canal pasa desde el estado abierto

ca (O) al estado inactivado (I) las subunidades se

o aproximan enfre si permitiendo la unién del

0 I \K\ ~ cadmio con mayor afinidad. (figura tomada de

Yellen y col., 1994).

Cd

Otra evidencia de un reordenamiento en el poro fue proporcionada mediante la
substitucion por cisteina de los residuos 447 al 451 de la boca externa del canal y el
estudio de su accesibilidad con reactivos quimicos derivados del metanotiosulfonato
(MTS), capaces de reaccionar con la cisteina y bloquear la conduccién del canal. Estos
experimentos revelaron que durante el proceso de activacién al menos tres residuos
cambian su exposicién al medio (Liu y col., 1996). Los residuos 448, 449 y 450 no
son accesibles en el estado cerrado pero si lo son en el estado inactivado, incluso los
residuos 448 se acercarian entre ellos, o quedarian con tal grado de libertad en el

estado inactivado, que pueden formar puentes disulfuro. Los estudios de unién del

compuesto quimico llamado CP-339.818, que sélo se une al estado inactivado tipo C y
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no al abierto ni al cerrado (Nguyen y col., 1996), apoyan la idea de un cambio en la
accesibilidad o exposicién de los residuos de la boca externa del canal.

Todos los antecedentes aqui presentados apoyan la idea de una constriccién en
la boca externa del poro, sin embargo no se ha determinado su extension ni si ella
impide la entrada de iomes al poro del canal. Una suposicion del modelo de
constriccion es que las subunidades se aproximan unas con otras, pero no esti claro si

realmente las cuatro participan en el proceso.

3.2.4. El estado inactivado tipo C puede alcanzarse desde el estado cerrado.

En el caso de la inactivacién tipo N el canal debe abrirse para poder
inactivarse, mientras que en la inactivacion de tipo C los canales cerrados pueden
también inactivarse. Cuando se comparan las corrientes méximas en respuesta a pulsos
despolarizantes del canal ShakerH4 A6-46 T449K en bajas concentraciones y altas
concentraciones de K* se observa un aumento del méximo, lo que es contrario a lo
esperado tomando en cuanta la gradiente electroquimica. Esto podria ser debido a que
en una baja concentracién de K* los canales cerrados se inactivan disminuyendo la
fraccion disponible para abrirse (Lopez-Barneo y col., 1993). Marom y Levitan (1994)
estudiando canales Gnicos que solo en un 50 % de los casos se observaban aperturas, y
de estos, un 90 % no se abrian en el pulso siguiente, lo que indica que los canales
estaban inactivados a pesar de que al potencial de reposo empleado no habrian canales

abiertos.
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Por otra parte, se observé un corrimiento en el eje del potencial de la curva de
carga de compuerta en funcién del potencial (Q(V)) cuando el estado inicial de los
canales es inactivado (potencial de mantencion, Hp = 0 mV) respecto a cuando es
cerrado (Hp = -90 mV) (Olcese y col., 1997). Si la carga de los canales que
inicialmente estaban inactivados y van al estado cerrado se devolviera por la misma via
que la carga que se movid desde el estado cerrado al inactivado, esperariamos que el
movimiento de carga tuviese la misma dependencia del potencial, lo cual no ocurre.
Para explicar este resultado se postuld una via alternativa de movimiento de carga
entre estados inactivados, los que se conectarian con los estados cerrados (R-4),
ocurriendo movimiento de carga sdlo a través de las lineas horizontales y no las

verticales.
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Con el fin de establecer que el corrimiento en el eje del potencial de la curva
Q(V) era producto de la inactivacién tipo C, se compararon los cursos temporales del
corrimiento de la curva Q(V) y el establecimiento de la inactivacién tipo C,

comprobdndose que era el mismo, asi como el de la vuelta a la posicién de canales

cerrados en la curva Q(V) y la recuperacién de la inactivacién (Olcese y col., 1997).
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Ademds se observd, en ambos casos, un mismo curso temporal para las corrientes

macroscopicas y la corrientes de compuerta.

4. Objetivos.

Los antecedentes antes mencionados apoyan la idea de una constriccién a
nivel de la boca externa del poro del canal Shaker. Sin embargo son pocos los
resultados que indican cOmo participan las subunidades en el proceso y como afecta

este proceso el acceso de iones al vestibulo externo del poro.

4.1. Objetivo general.
El objetivo general de esta tesis fue el estudio de las bases moleculares de
Ia inactivacién tipo C en el canal de potasio Shaker. Se intent6 dilucidar durante esta
tesis qué cambios sufre el canal cuando pasa desde el estado cerrado al estado
inactivado, esto es cdmo se reordena el poro del canal y cdmo se modifica su relacién

con otras partes de la proteina y los iones.

4.2. Objetivos especificos.

Para desarrollar este objetivo general nos planteamos los siguientes preguntas:

i. ¢Participan todas las subunidades del canal en el proceso de inactivacién de tipo C?

Para esto se estudi6 el comportamiento de canales formados por dos tipos de

subunidades.
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ii. ;Existen interacciones entre aminoédcidos de la boca externa del canal durante el
reordenamiento de esta regién? Se estudidé el comportamiento cinético de canales
con mutaciones en dos residuos del poro que se han descrito afectan la inactivacién

de tipo C.

iii. ;Es posible acceder al poro del canal en el estado inactivado? Se estudi6 la
accesibilidad del poro del canal empleando como sonda el Ba**, que presenta un

radio i6nico similar al K* pero que es capaz de bloquear el flujo i6nico.

iv. (Es capaz el Ba’* de estabilizar el sensor de potencial en el estado inactivado tipo
C? Se analiz6 el cambio en la dependencia del potencial del movimiento de las
cargas de compuerta de los canales inactivados en ausencia y en presencia de Ba**,
intentando descubrir si el Ba’* estabiliza ain més la conformacién que adquiere el

sensor de potencial en el estado inactivado tipo C.

V. ¢(Es posible discriminar dos mecanismos de inactivacién de tipo C? Algunos autores
han planteado Ia posible existencia de dos mecanismos molecularmente distintos, los
cuales habrian sido confundidos bajo el nombre de inactivacién tipo C. Estudiando

mutantes en la regién del poro y en la regién transmembranal S6 intentamos

discriminar estos dos posibles tipos de inactivacién.
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METODOS

1. Biologia molecular.

1.1. Bacterias.

1.1.1. Cepas bacterianas.

Las cepas bacterianas usadas se eligieron de acuerdo a sus caracteristicas
genéticas. La cepa DHS5a se usd para amplificar las secuencias clonadas en los
vectores de la serie pBS (Promega Corp., Madison, WI USA) y pALTER (Promega
Corp., Madison, WI US4). La cepa JM109 se usé para amplificar el vector pALTER
(Promega Corp., Madison, WI USA) e infectar con el fago “helper” R801, dado que
esta cepa, crecida en medio minimo M9 (Sambrook y col. 1989), expresa una proteina
de membrana que es usada por el fago como receptor. La cepa BMH 71-18mutS se -
utilizd en una fase del procedimiento de mutagénesis in vitro, “Altered Sites®”
(Promega Corp., Madison, WI US4), ya que no repara el DNA de doble hebra que

esta desapareado.

1.1.2. Cultivo de bacterias.

Los cultivos de bacterias se crecieron en un medio liquido a 37 °C el cual se

agit6 a 225 ciclos/minuto, en un agitador orbital. El medio utilizado en el crecimiento

fue LB (Luria-Bertani) o Typ (Sambrook y col. 1989). Para los cultivos en medio
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sélido, se uso el medio liquido suplementado con agar al 15% (Sambrook y col, 1989).

Todos los medios se esterilizaron a 125 °Cy 15 psi.

1.1.3. Obtencion de bacterias competentes.

Se crecid un cultivo en medio liquido hasta una densidad 6ptica (DO) de 0,2,
para luego sedimentar las bacterias y resuspenderlas en una solucién estéril y fria de
CaCl, 50 mM, manteniéndolas en hielo por 30 min, con el fin de obtener células
competentes. Las bacterias competentes se resuspendieron en 4 ml de una solucién
estéril de CaCl, 50 mM y glicerol 15%, almacendndose a -80 °C aquellas que no se -

usaron inmediatamente.

1.1.4. Transformacién de bacterias.

Se agrego 0,75 pl de DMSO a una alicuota de 50 pl de bacterias competentes
manteniéndola en hielo durante 10 min. Se afiadi6 entonces 1 ng de DNA plasmidial y
se incubd en hielo durante 30 min. antes de someter a las bacterias a un choque
térmico de 42 °C durante 60 s. Luego de transferirlas al hielo por 2 minutos, las
bacterias se crecieron durante 45 min en 4 ml de medio liquido sin antibi6tico, para
permitir la expresién de la resistencia al antibidtico codificada en el plasmidio. El -
cultivo se transfiri6 a placas con medio sélido suplementadas con antibibtico, y se

incubaron a 37 °C, durante 12 a 16 horas.



1.2. Antibioticos.

La seleccion de las bacterias se realiz6 de acuerdo a la resistencia a
antibidticos codificada en el plasmidio. El antibidtico se afiadié al medio estéril, una
vez frio, a partir de soluciones concentradas mantenidas a -20 °C. La ampicilina se usé
a una conceniracién de 100 pg/ml, a partir de un stock 100 mg/ml en agua-; la

tetraciclina se us6 a una concentracion de 10 pg/ml, a partir de una solucién madre de

10 mg/ml en etanol (Sambrook y col. 1989).

1.3. Obtencion y purificacion de DNA plasmidial.

El DNA se extrajo a partir de un cultivo de bacterias crecido durante toda la
noche a 37 °C, con agitacion. El DNA plasmidial se purific6 en columnas para

” &«

preparacién de DNA “mini” “Qiagen” segin las indicaciones del fabricante (QIAGEN

Inc., Chatsworth, CA USA4).

1.4. Purificacion de dcidos nucleicos en general.

La purificacién de DNA sometido a digestion enzimdtica u otro tratamiento, u
ocasionalmente del RNA transcrito in vitro, se efectué mediante una extraccién en
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1 v/v) y dos extracciones en cloroformo-
alcohol isoamilico (24:1 v/v), seguidas por una precipitacién con 0,15 volimenes de
acetato de sodio (2 M, pH 4) y 2,5 volimenes de etanol. Luego de centrifugar los

acidos nucleicos en una microcentrifuga por 15 min a 160000 g, el precipitado se lavé
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dos veces con etanol 70%. La integridad del dcido nucleico se verificé segin el patrén
de migraci6n, en geles de agarosa (0,7% a 0,9%), tefiidos con bromuro de etidio 0,66
pg/pl (a partir de upa solucién de 10 mg/ml). El peso molecular se estimé por
comparacién con estindares de peso molecular y concentracion conocidos. En estos
geles también se realiz6 una estimacion preliminar de la concentracién de las muestras.
El DNA y el RNA se resuspendieron en un volumen adecuado de tampén Tris-EDTA
(TE) pH 8 (Sambrook y col, 1989) o agua libre de RNAsas, respectivamente, para
obtener las concentraciones finales deseadas. La concentracién final de cada &cido

nucleico fue calculada por absorbancia a 260 nm.

1.5. Clones.

El ¢cDNA codificante de la subunidad o del canal de potasio Shaker H4 o
Shaker B, clonado de Drosophila melanogaster (Schwarz y col, 1988) con la supresién
de los aminodcidos 6 al 46 (Shaker H4 A6-46) descrita por Hoshi y col. en 1990, fue
gentilmente proporcionado por el Dr. Roderick MacKinnon, de Rockefeller
University, USA. La region que se transcribe es de 2900 pb en tanto que la secuencia
que se traduce es de 1800 pb. El cDNA estd clonado en el vector de doble hebra pBS
(Stratagene, La Jolla, CA, US4) entre los sitios de restriccién Sacll y EcoRI. Este
cDNA fue subclonado en el vector de mutagénesis pALTER (Promega Corp.,
Madison, WI USA). El tamafio del cDNA clonado en Bluescript incluido el vector -

(pBShaker) es de 5171 pb y en pALTER (pAShaker) es 7987 pb.
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1.6. Subclonamiento de Shaker H4 A6-46 en pALTER.

El fragmento que contiene el cDNA de Shaker H4 A6-46 (de 2312 pb) fue
obtenido del vector pBShaker mediante una doble digestién con las enzimas de
restriccién Sacl y Kpnl. Estas enzimas tienen un sitio dnico de restriccion en el vector
pBS. Luego de la doble digestioén se recuperd el segmento de 2312 pb a partir de un
gel de agarosa al 0,7 % (Fig. 8A) . Los fragmentos de interés se recuperaron de geles
preparativos de agarosa de 0,7% escindiendo las bandas de peso molecular adecuado,
y se purificaron usando el “kit” de extraccion de DNA desde geles “QIAEX”
(QIAGEN Inc., Chatsworth, CA 91311, USA). También se digiri6 el vector pALTER
que presenta sitio de restriccion Unicos para Sacll y Kpnl en la region de miiltiples
sitios de clonamiento (“polylinker”). El fragmento Sacll/ Kpnl de 5675 pb se purific6
a partir de un gel de agarosa al 0,7 % (Fig. 8A). Con el fin de evitar la
recircularizacion, este fragmento fue desfosforilado en su extremo 5° con la enzima
fosfatasa alcalina de intestino de bovino (Promega Corp., Madison, WI USA). Para
separar el DNA de la enzima se efectué una extraccién en una solucién de fenol-
cloroformo seguida de una en cloroformo-alcohol isoamilico, para finalmente
precipitarla con acetato de sodio (ver seccién 1.4) y resuspenderlo en tampén TE.
Posteriormente, los fragmentos se ligaron con 2 unidades de la enzima DNA ligasa T4
(Promega Corp., Madison, WI USA) para generar el vector pAShaker, de 7987 pb

(Fig 8B). La presencia del fragmento fue verificada mediante los siguientes criterios: i)
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segiin el patrén de migracion del DNA en geles de agarosa, ii) por la recuperacion del

fragmento Sacl/Kpnl a partir de la digestion del vector pAShaker con las mismas

enzimas.

Figura 8. Subclonamiento de ShakerH4 A6-46 en el vector pALTER.

(4). Las flechas indican la posicién de los segmentos Sacl/Kpnl que contiene la secuencia que
codifica para ShakerH4 A6-46 (carril 1 y 2) y del segmento Sacl/Kpnl del vector pALTER
(carril 4). El marcador de peso molecular A HindIll se muestra en el carril 3 (en pares de

bases). (B). Las flechas indican la posicién del DNA circular y sobreenrollado del vector
PALTER (carril 1) y de pAShaker (carril 2 y 3). El marcador de peso molecular A HindIII se
muestra en el carril 4(en pares de bases).
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1.7. Transcripcién in vitro:

1.7.1. Linearizacion y purificacion del DNA:

Los plasmidios se linearizaron con una enzima de restriccién de corte tinico
cuyo sitio se encuentra en el extremo 3 de la region a transcribir. En el caso de los
DNA clonados en el vector Bluescripit se utilizd Hind III y en tanto que para los DNA
clonados en pALTER se empled Kpn I. Se linearizaron 2 pg de DNA segin el
protocolo recomendado para cada enzima, en un volumen total de 10 pl. La mezcla de
reaccion se incub6 por 1 hora a 37 °C. La linearizacion se verificé cargando 0,4 pl de
la reaccién en un gel de agarosa al 0,7%y estimando el tamafio del DNA. El DNA
lineal se purificé como se describié anteriormente en el punto 1.3.

El DNA se resuspendi6 en 4 pl de tamp6n TE de modo de obtener una concentracién
final de 0,5 pg/pl. Todas las soluciones empleadas en la purificacién del DNA asi

como el material pléstico eran libres de RNAasas.

1.7.2. Transcripcion:

La transcripcion in vitro se efectué con el kit mMESSAGE mMACHINE
(Ambion Inc., Austin, TX USA). Se usé la enzima RNA polimerasa T7, puesto que el

DNA codificante se encuentra bajo el control del promotor T7, en ambos vectores

(pPALTER y pBS). Los reactivos se agregaron en el siguiente orden: 1 pl de agua libre

de RNAasa, 1 pl del tamp6n de transcipcion (10X), 5 pl de NTP-Cap mix (ATP
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15 mM, CTP 15 mM, UTP 15 mM, GTP 3 mM y Cap 12 mM), 2 pg de DNA y 1 ul
de enzima (10X).

Esta mezcla se incub6 1 hora a 37 °C . Luego para terminar la reaccion el
DNA se digiri6 agregando 2 unidades de DNAasa Q1 e incubando por 15 minutos a
37 °C. Para precipitar el RNA se agregaron 15 pl de agua y 12,5 pl de cloruro de litio
(LiCl1 7.5 M, EDTA 75 mM) y se mantuvo a -20 °C por una hora. Finalmente se
efectudé un lavado con etanol 70% y se resuspendié el RNA en agua libre de RNAasa.
La integridad del transcrito obtenido se verifico en un gel de agarosa al 0,7% y se
cuantific6 midiendo la absorbancia a 260 nm, donde 1 unidad de absorbancia

corresponde a una concentracién de 40 pg/ml.

1.8. Mutagénesis puntual:

Para efectuar las mutaciones puntuales se empleé el procedimiento de
mutagénesis in vitro “Altered Sites” (Promega Corp., Madison, WI USA), que usa el
vector p ALTER. El DNA que codifica para la subunidad del canal Shaker H4 A4-
46, que se encontraba originalmente en el vector pBS, fue subclonado en el vector de
mutagénesis pALTER. Este método se explicard en forma general.

El vector pALTER tiene los genes que confieren la resistencia a la tetraciclina
y la ampicilina. Sin embargo, el gen de resistencia a ampicilina tiene una mutacién
puntual, por lo cual las bacterias transformadas con este vector son resistentes sélo a

tetraciclina. El vector pALTER es un fagémido, lo que quiere decir que en presencia
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de un fago “helper”, puede formar particulas virales cuyo material genético es DNA
de hebra simple (Fig. 9). El fago helper aporta los genes que codifican las protefnas de
la capsula viral, y las proteinas que activan el ciclo viral induciendo el
encapsulamiento en forma de virus de DNA de hebra simple. De este modo, al infectar
bacterias que portan el vector pALTER con el inserto del DNA de ShakerH4 A6-46
con el fago helper R801 es posible purificar del medio de cultivo, particulas virales
del fagémido pALTER. De este modo se puede obtener DNA de hebra simple, con el
cual se alinea el oligonucledtido mutagénico. En este oligonucledtido se introducen el
o los cambios de nucledtidos respecto a la secuencia silvestre, de modo de cambiar un
aminoicido por otro. Se emplearon oligonucledtidos entre 24 y 27 pb de longitud
dependiendo del niimero de 4cidos nucleicos que se debian mutar. Al mismo tiempo se
alinea un segundo oligonucledtido mutagénico que restaura la resistencia a ampicilina.
Luego de extender la segunda hebra a partir de estos oligonucledtidos, el plasmidio se
amplifica en bacterias E. coli BMH71-18 mutS, bacterias que no tienen el sistema de
reparacién del DNA, y posteriormente en DHS5a donde se seleccionan las colonias
resistentes a ampicilina. De este modo se aumentan las probabilidades de tener la
mutante de nuestro interés. Con este método fueron obtenidas todas las mutaciones

puntuales, y también las mutaciones dobles (partiendo con una mutante simple como

DNA templado).
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1.9. Secuenciacion del DNA.

La secuencia de nucledtidos del DNA se determiné usando el “kit” de
secuenciacién Sequenase Ver. 2.0 (Amersham Life Science Inc., Arlington Heigths, Il
60005, USA) basado en el método de “terminacién de la cadena por
didesoxinucleétidos” (Sambrook y col. 1989). Los DNA de distinto largo, marcados
con dATP-o®S (NEN, Boston, MA 02118, USA) fueron separados en geles de
poliacrilamida al 6%: 9 ml de poliacrilamida 40% (19 % acrilamida, 1 %
bisacrilamida), 27,6 gr de urea, 6 ml de tampdén TBE (10X), en un total de 60 ml. La
reaccion de gelificacion fue catalizada con 90 pl de persulfato de amonio 25 % y 90 pl
de TEMED. El gel se precorri6 por 30 min a 55 Watts y la electroforesis se corrié a
60 Watts por 4 horas y 40 min. Los geles fueron lavados y deshidratados con una
solucion de 4dcido acético 5% y metanol 15%, y posteriormente secados. La deteccién

de las bandas de DNA se hizo por autoradiografia.

1.10. Construccion de dimero:

Los dimeros de subunidades o del canal ShakerH4 A6-46 se generaron a

partir de dos vectores pBS modificados para este fin, y gentilmente proporcionados por

el Dr. Roderick MacKinnon, de Rockefeller University, USA. Los cDNA de las
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1.- subclonamiento del inserto

2.- aislar el DNA de hebra doble

l 3.~ preparar DNA de hebra simple
oligonucledtido y alinear los oligos mutagénicos

mutagénico A

oligonucledtido ){
Amp* 4.- sintesis de la hebra mutante

l con T4 DNA polimerasay’
T4 DNA ligasa

5.- transformar bacterias BMH 71-18 mutS
y seleccionar con ampicilina

6.- purificar el plasmidio,
transformar en bacterias JM109 y
seleccionar resistentes a ampicilina
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Figura 9. Esquema del sistema de mutagenésis empleando el vector pALTER.
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subunidades mutantes que se deseaban ligar en un solo DNA fueron subclonados en
estos vectores, llamados protdmero A y protdmero B, que ya incluian secuencia de

ShakerH4 A6-46 silvestre (Fig. 10).

1.10.1. Subclonamiento en el protémero A y en el protémero B.

Para subclonar los cDNA de ShakerH4 A6-46 con una mutacioén puntual en el
residuo 449, se purificé un fragmento Xbal/Spel, a partir del vector pAShaker. En una
primera digestion se obtiene un fragmento Xbal/Xbal de 1516 pb, ya que el cDNA de
ShakerH4 A6-46 tiene dos sitios para esta enzima. Luego se efectda una segunda
digestion con Spel y se obtiene el fragmento Xbal/Spel de 772 pb, el cual se purifica a
partir de un gel de agarosa como fue descrito en la seccién 1.6. Por otro lado se
obtienen el fragmento Xbal/Spel (4399 pb) de los vectores protdmeros A y B, y se
desfosforilan en el extremo 5° para evitar recircularizaciéon (ver seccién 1.6).
Finalmente se ligan los fragmentos Xbal/Spel del mutante y del vector para obtener el

protomero A ShakerH4 A6-46 mutante y el protémero B ShakerH4 A6-46 mutante.

1.10.2.0btencion del dimero.

Con el fin de obtener un dimero se introdujo entre los sitios Ncol y Hind III

del protomero A, un fragmento de DNA proveniente del protémero B, que contenia la

segunda subunidad. De este modo el nuevo plasmidio tiene, bajo el control del
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promotor T7, la secuencia de dos subunidades (Fig. 11A), unidas por 27 pb que

codifican la secuencia de aminoicidos NNNNNNAMV. De la transcripcion in

Ncol

‘ Neol + HindIII
promotor ( HindIIl
7 promotor
T7
ShakerAsilvestre ShakerA mutante
protomero A l protomero B
Ncol
promotor HindIII
dimero de subunidades
silvestre-mutante
de Shaker A

Figura 10. Esquema de la construccién de un dimero de subunidades o del canal ShakerH4
A6-46.

Luego de la doble digestién con Ncol y HindIIl se purifican los fragmentos dibujados con
linea gruesa y se ligan para obtener el dimero. La secuencia de Shaker H4 A6-46 en el
protémero A se ubica entre el promotor T7 y el linker, en tanto que en el protémero B
corresponde a la secuencia entre los sitios Ncol y HindIII dibujada en linea gruesa. El punto
en el DNA del protémero B indica la mutacién puntual.

vitro de este DNA se obtiene un RNA que tiene el doble del tamafio del transcripto de

una subunidad (5800 pb), como se espera para el caso de un dimero (Fig. 11B).
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Figura 11. Gel de agarosa con el DNA y el mRNA de un dimero.

(4). DNA linearizados de dimeros de subunidades a del canal ShakerH4 A6-46 (carril 1 y3) y
del monémero (carril 4). El marcador de peso molecular A HindIII se muestra en el carril 2
(en pares de bases). (B). mRNA del monémero (carril 1) y de los dimeros (carril 3-5) de la
subunidad o del canal ShakerH4 A6-46. El marcador de peso molecular “RNA leadder” esta
en el carril 2 (en pares de bases).

2. Ranas, oocitos y microinyeccion.

2.1. Ranas.

Grupos de 7 a 15 ejemplares hembras de la especie Xernopus laevis

provenientes de Cerro Navia, se mantuvieron en bateas plasticas con 15 a 20 litros de

agua potable desclorada, a una temperatura de 18 °C y con obscuridad en forma

continua. El agua se descloré almacendndola en toneles de 100 litros y burbujeando
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aire durante dos a tres dias. Las ranas fueron alimentadas dos veces por semana con

alimento para anfibios (NASCO, Modesto, CA, USA)

2.2. Qocitos.

Los ejemplares de Xenopus leavis se anestesiaron y mediante una incisién
abdominal se disecaron uno o dos lébulos ovéricos. Estos tltimos se transfirieron a
solucién OR-2, compuesta de: NaCl 82,5 mM, KCI 2,5 mM, MgC], 1 mM, acido 5 N-
(2-hydroxyetil) piperazine-N’-2-etanesulfénico (HEPES) 5 mM, pH 7,6. La incisién fue
suturada y el ejemplar se colocd en una mezcla de agua y hielo para su recuperacion.
Con el fin de desfolicular y aislar los oocitos, los 16bulos se cortaron en trozos
pequefios y se incubaron en medio OR-2 con 2,5 pg/ml de colagenasa (GIBCO BRL
Life Technologies, Gaithersburg, MD, USA), equivalente a ~ 450 U/ml, por un
periodo de 60 a 90 minutos, a temperatura ambiente y con una agitacion orbital de 30 a
60 ciclos por minuto. Posteriormente, los oocitos se lavaron 3 veces en medio OR-2
sin colagenasa y 2 veces en la solucién ND96 (NaCl 96 mM, KCI 2 mM, CaCl, 1,8
mM, MgCl, 1 mM, HEPES 5 mM, pH 7,6). Posteriormente los oocitos se colocaron en
una placa de Petri con medio ND96 suplementado con gentamicina (50 pg/ml) y se

efectué una primera seleccion de oocitos de los estados V y VI. Los oocitos

mantuvieron a 18 °C.
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2.3. Microinyeccion.

Doce a 24 horas después del tratamiento con colagenasa, se efectud la segunda
seleccién de oocitos, eligiéndose mediante inspeccion visual aquellos que no tuvieran
la membrana de células foliculares. Se microinyecté 10 ng de mRNA en un volumen

de 50 nl.

2.3.1. Procedimiento de microinyeccion.

La microinyeccién se realiz6 en un equipo consistente de una lupa binocular
(Nikon, tipo 201) una fuente de luz con fibra oOptica (“FO-150Z”, Chiu Technical
Corp.; World Precision Instruments (WPI, Sarasota, FL. USA), un microinyector
(“A203XVY”, WPI, Sarasota, FL. US4) y un micromanipulador (“M3301R”, WPI,
Sarasota, FL. USA). Las micropipetas de inyeccion se hicieron estirando capilares de
vidrio (“4878”, WPI, Sarasota, FL. USA) en un estirador horizontal (Sutter Instrument
Co., Novato, CA 94948 USA). La punta de la micropipeta se quebrd con una pinza
bajo el microscopio para obtener puntas de un didmetro de ~ 20 pm. Una extensién
aproximada de 1 cm medida desde el borde posterior de la micropipeta se llené con
vaselina liquida (M-3516, Sigma Chemical Co. St Louis, MO USA). La micropipeta se
insertd en el véastago del microinyector y la vaselina liquida se hizo avanzar hasta la
punta. Se succiond entonces un volumen de 1 pl de mRNA, depositado previamente

en un trozo de Parafilm ubicado sobre una placa de Petri llena de hielo. Los oocitos se

depositaron en una placa plastica que contenia ND96, y se inyectaron inmediatamente.
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A la placa se le adhiri6 una rejilla plastica que permite mantener a los oocitos en una
posicion fija durante la microinyeccion.

Los registros electrofisioldégicos se efectuaron 2 a 7 dias después de la
microinyecciéon. Durante este tiempo los oocitos microinyectados se mantuvieron en

ND96 suplementado con gentamicina, a 18 °C.

2.3.2. Estandarizacion del nivel de expresion y coinyeccion.
}

Con el fin de obtener canales que tuviesen subunidades con distintas
mutaciones, se coinyectaron los mRNA de dos mutantes o un mutante y el silvestre.
Conociendo la proporcién inicial de las subunidades y suponiendo un mezcla al azar,
se puede predecir las proporciones de los distintos tipos de canales tetraméricos que es
posible formar con dos tipos de subunidades ya que se distribuyen en forma binomial.
Se comprobd empiricamente que cantidades idénticas de mRNA de distintos mutantes
no producen la misma intensidad de corriente idnica. Para estandarizar entonces
cantidades de mRNA que den niveles de corrientes idnicas equivalentes, se sigui6 el
protocolo que se describe a continuacion. Se inyectaron los mRNA; y mRNA, por
separado y se cuantificé el nivel de corriente (con dos microelectrodos, seccién 3.4.1).
Se diluyeron los mRNA,; y mRNA, hasta obtener el mismo nivel de corriente con uno

u otro. Estas diluciones se emplearon para obtener la expresion de mezclas de

subunidades en las proporciones deseadas en los oocitos.




46

3. Registros electrofisiologicos.

3.1. Pipeta de registro.

Las pipetas de registro se obtuvieron estirando capilares de vidrio con
filamento (WPI, 1B100F-4) mediante un estirador horizontal (Sutter Instrument CO,
modelo P80-PC). Los microelectrodos asi obtenidos tienen una resistencia inferior a 1
MQ. Los electrodos metilicos se fabricaron con alambre de plata recubiertos con
cloruro de plata (Ag/AgCl). El recubrimiento se hizo sumergiendo el alambre de Ag

en solucién de hipoclorito de sodio.

3.2. Soluciones de registro.

3.2.1. Corrientes macroscopicas

Se baii6 el oocito con una solucién de Na*140 mM( NaCl 140 mM, KCI 2 mM,
CaCl, 1,8 mM, MgCl, 1 mM, HEPES 5 mM, pH 7,6). En los estudios de bloqueo por
tetraetilamonio (TEA) o por Ba** se reemplazd el jon Na* por el bloqueador. Las pipetas

de registro se llenaron con KCl1 3 M.

3.2.2. Corrientes de compuerta.

En el caso de los registros de corriente de compuerta las soluciones fueron i)

para canales i6nicos conductores: solucién extracelular: metanosulfonato (MES) de

Na* (NaMES) 110 mM, Ca,MES 2 mM, HEPES 10 mM y ouabaina 0,1 mM
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(inhibidor de la bomba de Na*/K*). La misma solucién se usé para la cdmara de
guarda. Como medio intracelular se uso NaMES 110 mM y HEPES 10 mM. Para
vaciar los oocitos del potasio interno se daban pulsos largos (1 min) a potenciales
despolarizantes entre 0 mV y 30 mV, y se iban cambiando las soluciones de todas las
camaras. Posiblemente se logra vaciar los alrededores de los canales. ii) para canales
ibnicos no conductores: solucion extracelular fue metanosulfonato de N-
metilglucamina (NMG-MES) 110 mM, Ca,MES 2 mM, HEPES 10 mM y ouabaina
0,1 mM . La misma solucién se usé para la cimara de guarda. Como medio
intracelular se uso NMG-MES 110 mM y HEPES 10 mM.

El oocito fue permeabilizado con solucion interna a la cual se le agregd
saponina 0,1 %.

La pipeta de registro se llené con una solucién de NaMES 2.7 M, NaEGTA

10 mM, NaCl] 10 mM, HEPES 10 mM.

3.3. Sistema de registro

Para el registro de las corrientes se empled el método de potencial controlado
(voltage-clamp), en dos modalidades: i) dos microelectrodos (TEV) ii) “cut-open
oocyte vaselin gap” (COVG) (Tagialatela y col. 1992). Con ambos métodos de registro
se fija el potencial de la membrana del oocito a un potencial de comando Vc. En el

primer sistema se registran los canales presentes en todo el oocito, en tanto que en el
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segundo sistema se registran los canales presentes en un drea determinada (Figura 12)
y es posible modificar el medio interno del oocito.

En todos los casos el sistema de registro estuvo compuesto por: un
amplificador(DAGAN, CA-1), un osciloscopio de dos canales (Huang Chang 3502),
un filtro Bessel, pasa bajo (900, Frecuency Devices, Haverhill, MA USA) empleado
sélo cuando se registraron corrientes de compuerta, una interfase o tarjeta andlogo-
digital/digital-andlogo (Labmaster, Scientific Solutions Inc.) y un computador AT 486
provisto con programa pCLAMP 5.5 (Axon Instrumuents, Inc.). La respuesta es

almacenada en el computador.

3.3.1. “Voltage-clamp” de dos microelectrodos .

Para los registros de dos microelectrodos, se emplearon dos
micromanipuladores con los cuales se sostuvieron los cabezales, que comprenden a los
amplificadores de retroalimentacion y de voltage, y a los cuales se conectan a los
microelectrodos. Uno de los microelectrodos mide el potencial de membrana,
empleando como referencia el bafio extracelular que se conecta a tierra. El segundo
microelectrodo inyecta corriente, de modo de mantener el potencial de membrana
igual al potencial de comando Vc. De este modo mediante un sistema de
retroalimentacién es posible fijar el potencial de membrana y al mismo tiempo

cuantificar la corriente que estd fluyendo a través de la membrana.

"y
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3.3.2. “Cut-open oocyte voltage clamp”.

Este sistema consta de tres compartimentos: dos extracelulares (de registro y de
guarda) y uno intracelular (Figura 12), aislados por sellos de vaselina. El voltaje del
compartimento superior o de registro se lleva al potencial de comando mediante el
circuito de fijacién de voltaje. El compartimento intermedio o de guarda se mantiene al
potencial Vc, de modo de aislar eléctricamente la zona de registro y la zona de guarda
(no hay flujo de corriente entre estas zonas). El oocito debe ser permeabilizado con
saponina en la cdmara inferior o intracelular, de modo de poder fijar el potencial

intracelular a tierra.

3.4. Procedimiento de registro.

El estudio de la inactivacion de tipo C se hizo a dos niveles: corriente macroscépica y
corriente de compuerta. En el primer caso, se registra la corriente asociada al proceso
de conduccién de los canales, la cual es producto del flujo de iones a través del poro
de conduccion de los canales. En el segundo caso, se registra la corriente producida

por el movimiento de cargas dentro de la proteina y que estd asociada con el proceso

de activacion del canal.
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e

Guarda

Intracelular

Figure 12. Esquema del sistema de registro “cut-open oocyte voltage clamp”.

El oocito se separa en tres zonas aisladas eléctricamente por sellos de vaselina: la cimara
externa, la cdmara de guarda y la cdmara intracelular. El microelectrodo que se inserta en el
oocito mide el potencial intracelular en tanto que el otro microelectrodo mide el potencial
extracelular. La diferencia de estos dos potenciales es el potencial de membrana (Vm) medido
con el amplificador diferencial marcado con el nimero 4. El amplificador operacional 5
mantiene a tierra activamente la cdmara intracelular, que esta en contacto directo con el
interior del oocito, por lo que el potencial intracelular se lleva a tierra.

El amplificador operacional 1 fija el potencial en la cimara externa al potencial de comando
(Vcom) inyectando corriente a través de la resistencia de retroalimentacion Rf. El amplificador
operacional 3 fija el potencial de la cdmara de guarda a Vcom. Con esto se evita el flujo de
corriente que se producirfa por un sello de vaselina imperfecto entre la cdmara externa y la de
guarda. El amplificador diferencial 2 mide la corriente que pasa a trdves de la membrana (Im)
(figura modificada de Taglilatela y col., 1992).
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3.4.1. Registro de corriente macroscopica:

Los registros de corrientes macroscopicas fueron obtenidos usando como
sisterna de fijacién de voltaje el TEV. Se describird muy brevemente €l procedimiento
experimental: i. Fijar en 0 mV el electrodo del baiio extracellular ii. Colocar ambos
microelectrodos en el bafio y fijarlos en O mV iii. Introducir los microelectrodos en el
oocito. En esta etapa ambos microelectrodos estin midiendo el potencial de membrana
iv. Activar la fijacioén de voltaje o clamp, de modo de fijar el potencial de membrana al
potencial Vc. v. Luego, controlado mediante el computador, se pueden dar los
protocolos de pulsos deseados y registrar los cambios en la corriente que estos -
inducen.

El medio extracelular en estos registros fue ND96 o la solucién 140 mM Na®.
La solucién extracelular se cambié perfundiendo por gravedad la cdmara externa (de
800 pb) con 10 ml de solucién. Cuando se estudié el bloqueo extracelular por
tetractilamonio (TEA) o Ba’* se lavé con la solucidn control entre cada concentracion

de bloqueador de modo de verificar la recuperacién total de la corriente. Los

microelectrodos fueron llenados con KCI 3 M.

3.4.2. Registro de corriente de compuerta.

Para registrar las corrientes de compuerta se empled el COVG (Stefani y col.,

1994), en condiciones en las cuales no hay conduccion iénica de K* y existe una gran

O
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expresién de canales. Existen algunos mutantes de Shaker que no tienen conduccion
ionica y permiten medir directamente las corriente de compuerta. En los casos que los
canales si tienen conduccién ademds de usar un medio extracelular sin potasio, es
necesario eliminar el potasio intracelular.

El procedimiento experimental fue el siguiente: i. Se puso el oocito sobre la
cdmara intermedia y se colocd sobre el la camara superior (Figura 12). La corriente
capacitiva decae ahora con dos exponenciales, donde la segunda corresponde a la
capacidad de la membrana del oocito ii. Se activé el clamp de la cdmara de guarda y se
compenso la corriente de fuga (producida por el sello imperfecto entre las cimaras y el
oocito) iii. Se retird la solucién de la camara inferior y se reemplaz por saponina 0,1
%. A medida que la saponina permeabiliza la membrana del oocito la segunda
exponencial de la caida de la corriente capacitiva se hace mas lenta. iv. Se removié la
saponina y se lavd con solucién interna v. Se introdujo el microelectrodo en el oocito
(en esta etapa se puede leer el potencial de membrana) vi. Se activo el clamp, para fijar
el potencial a Vc tanto en de la cimara de registro como en la cimara de guarda. vii.
Se compensd la corriente capacitiva viil. Se dié el protocolo de pulsos deseado y
registrar.

Cuando fue necesario eliminar el potasio intracelular para poder registrar
corrientes de compuerta, se siguid el mismo procedimiento. Sin embargo, antes de
hacer los registros, se fij6 el potencial de membrana a 0 mV por periodos largos
recuperando los canales de la inactivacion lenta fijando el potencial a -100 mV por 2

min. Al mismo tiempo se iban reemplazando la solucién de las cdmaras externa, de
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guarda e intracelular. De este modo en 20 a 30 minutos se eliminan las corrientes
iénicas, pudiéndose registrar la corriente de compuerta.

La dependencia del potencial del movimiento de las cargas de compuerta en
canales cerrados o en canales inactivados tipo-C, se estudi6 con el siguiente protocolo
de pulsos: i. canales cerrados, el potencial de mantencién fue Hp = -90 mV y los
pulsos de prueba (de 30 ms de duracién) desde -70 mV hasta + 40 mV cada 10 mV ii.
inactivados tipo-C, el potencial de mantencion fue Hp = 0 mV y los pulsos de prueba
(de 30 ms de duracién) desde -10 mV hasta -160 cada 10 mV. De este modo
estudiamos la dependencia del movimiento de las cargas de compuerta Q cuando los
canales van desde el estado cerrado (en el cual el sensor de potencial esta en una
posicién que llamaremos de “reposo”) al estado abierto (donde el sensor esta en una
posicién que llamaremos “permisiva”) con el primer protocolo, en tanto que con el
segundo se estudia la dependencia del potencial cuando el sensor va desde la posicién
“permisiva” hasta.la posicién de “reposo”. Se compard la dependencia del potencial
del movimiento del sensor en canales cerrados o inactivados tipo-C en presencia de

Ca?* 2 mM o Ba** 2 mM en la soluci6n externa.
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4. Adquisicion y andlisis.
4.1.Corrientes macroscopicas.

4.1.1.Cinéticas de inactivacion y recuperacion de la inactivacion.

La cinética de inactivacién del canal ShakerH4 A6-46 silvestre o de los
mutantes fue estudiada dando un puiso a 0 mV por 20 s, desde un potencial de
mantencion o potencial de “holding” (Hp) de -100 mV. El tiempo caracteristico de
inactivacién, ti, se obtuvo al ajustar el decaimiento de la corriente con una exponencial
(ec. 1) (en la mayoria de los casos) o con la suma de dos exponenciales cuando fue
necesario,

I(t) = 1(0) [P + (1-P) exp(-t/ti)] (ec. 1)
donde I(t) es la corriente al tiempo t, I(0) la corriente inicial, y P la fraccién de
corriente que no se inactiva.

La cinética de recuperacién de la inactivacion se obtuvo con los siguientes
protocolos: A. i. Un prepulso a 0 mV (de duracién suficiente para inactivar los
canales) ii. Un periodo de recuperacién a -100 mV iii. Un pulso de prueba a 0 mV
para estimar la fraccion de la corriente recuperada. Este protocolo se repitié a un
intervalo que asegurara la recuperacion total de los canales y variando el tiempo que
media entre la repolarizacion y el pulso de prueba. B. i. Se despolariza la membrana a
0 mV para inactivar los canales ii. se repolariza a -100 mV, y cada 200 ms se aplicé

un pulso de prueba muy breve (8 ms) a 0 mV para determinar la fraccién de corriente
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que se habia recuperado. El tiempo caracteristico de recuperacion de la inactivacién, tr

se obtuvo al ajustar la recuperacion de la corriente a una exponencial de la forma

I(t) = I, (1-exp(-t/ 1r)) (ec. 2)

donde I, es la corriente final que se recuperd.

4.1.2. Coinyeccion de subunidades y mezcla al azar.

Con el fin estudiar la participacion de las subunidades en la inactivacién de tipo
C, se obtuvieron canales formados por dos subunidades distintas coinyectando los
mRNA de subunidades con distintas mutaciones puntuales. Al coinyectar dos tipos de
mRNA se obtienen canales formados por distintas proporciones de las subunidades que
codifican. Si la mezcla ocurre al azar, la proporcién en la cual se encuentran estas
subunidades en el canal depende de la proporcién en que se coinyectaron los mRNA,
pudiendo ser descrita por una distribucién binomial. MacKinnon en 1991 demostré que
canales con el extremo N terminal suprimido y canales silvestre ShakerH4 eran
tetrAmeros y que las subunidades se mezclaban al azar. En nuestro caso las diferencias
entre las subunidades coinyectadas es solamente un cambio puntual del el residuo
aminoacidico en la posicion 449.

Podemos entonces predecir la proporcion de las distintas clases de canales
formados, aplicando la distribucién binomial

Pi = (n!/i! (o-i)!) (F1)' (£2)’ (ec. 3)
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donde Pi es la probabilidad de tener un canal con i subunidades de tipo 1, n es el
nimero de subunidades (en este caso 4), f1 la fraccion de subunidades del tipo 1 y 2
la fraccién de subunidades de tipo 2. Las cambios en las proporciones obtenidas al

variar las fracciones relativas de las subunidades se muestra en la figura 13.

4 80

0.8 J

Probabilidad

06

04 J

0.2 4

0 02 04 0.6 0.8 1

Fraccion de subunidad O

Figura 13. Esquema de las proporciones esperadas para distintos canales formados por dos
subunidades diferentes.

La abscisa representa la fraccion inyectada de subunidades de tipo O.

Si las subunidades se comportan en forma independiente y basta que una se
inactive para que se detenga el flujo i6nico, la constante de tiempo de inactivacién del

canal (tau) es inversamente proporcional al nimero de subunidades que se inactivan,

tau = tau gpunigea / 1 (ec. 4)

donde tau gu,i4.4 €5 12 constante de tiempo de inactivacién de una subunidad y n el

nimero de subunidades que se inactivan.
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y la cinética de una mezcla de subunidades, una de las cuales se inactiva muy rdpido en
comparacion a otra que prcticamente no se inactiva, esta descrita por
I = PO + exp (-t/tau) P1 + exp (-2t/tau) P2 (ec. 5)
+ exp (-3t/tau) P3 + exp (-4t/tau) P4
donde tau/4 es la constante de tiempo de la inactivacion del canal homotetramérico
formado por subunidades rdpidas y Pi la probabilidad de un canal con i subunidades

T449S.

4.1.3. Blogueo por bario.

i. bloqueo del estado inactivado tipo-C: para demostrar el bloqueo por Ba®>* de
los canales inactivados tipo-C, se usé el siguiente protocolo: los canales fueron
inactivados aplicando por 2 min un pulso despolarizante (Vgepo/) , usualmente 0 mV, a
partir de un potencial Hp = -100 mV. Se expuso luego el oocito a una solucién con Ba*
por tiempos variables (¢g4). Después de este periodo, el oocito se lavd con una solucién
libre de Ba** por perfodos variables (t/gvado), indicados en las figuras y en el texto. La
membrana fue repolarizada a -100 mV y la corriente de salida I(#) medida al final del
pulso de prueba de 15 ms a 0 mV aplicado cada #;,5; segundos. La cinética de salida del
Ba?* de los canales bloqueados fue obtenida siguiendo el curso temporal de la corriente
normalizada, y descrita por una funcidén exponencial. La fraccién de canales no
bloqueados por Ba** (fraccional), Tue estimada como la fraccion I(tg)/ I(control), donde

I(tg) es el valor extrapolado a t =0, luego de ajustar la salida del Ba** a una exponencial
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simple, y I(control) la corriente medida en ausencia de Ba® . La cinética de entrada se
obtuvo al graficar los datos Ifygccional en funcion del tiempo de exposicion a Ba** y se
ajustaron con la ecuacién

I accions = (1-C) exp®™® + C (ec. 6)
donde t__ es la constante de tiempo del blogqueo por Ba** y C la fraccién de corriente
que no se bloquea.
ji. Dosis-respuesta de la unién de Ba** : la curva dosis-respuesta para la unién del bario a
canales inactivados tipo-C se efectué usando /Ba/= 8, 20, 35 y 70 mM, con g5 = 300 s,
Havado =300 s Y tzest =5 s. La tasa de entrada de de Ba** a canales inactivados tipo-C
(kon) fue medida usando /Baj/ = 8,20 y 35 mM, con 134 =2, 5, 10, 15, 20 y 45 min,
Havado =3008Y ttest =35 s.
iii. Salida de Ba®*: los experimentos disefiados para medir la tasa de salida de Ba?* de
los canales en estado inactivado tipo-C fueron efectuados con /Baj/= 20 mM, tg, =300
Ss Havado =300sy ttest =0,5,2y5s.
iv. Dependencia del potencial de la unién de Ba* : La dependencia del potencial de la
tasa de unién de Ba® a canales inactivados tipo-C fue determinada comparando las
curvas dosis-respuesta a tres potenciales distintos (Vgepol = -20, 0 or 30 mV) y 1, =
15 min, Ygpado =5 miny tyegt =5 s.
v. Bloqueo del estado abierto por bario: se estudio el bloqueo por Ba** de la fraccién

de corriente que no se inactiva. Los datos de inhibicién de la corriente por Ba** fueron
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ajustado (por minimizacién de la suma de los cuadrados de las diferencias) a la
ecuacion

Inhibicién= 1- (I/1,) = [Ba]" / ( [Bal*+K ) (ec.7)
donde Ip, es la corriente no bloqueada por Ba**, I, es la corriente que se produce en
repuesta a pulsos test en presencia de Ba®* (ver punto i de esta misma seccién), K4 la
constante de disociacion aparente y N es el coeficiente de Hill. La dependencia del
potencial del bloqueo por Ba** de canales abiertos se determiné midiendo la K7 a -30, -

15,0y 15 mV.

4.2. Corrientes de compuerta.

El andlisis de los registros de las corrientes de compuerta se efectué con el
programa CLAMPFIT 6.0 (pCLAMP 6.0, Axon Instrumuents, Inc.). Las corrientes de
compuerta Ig, tanto la que se produce cuando el sensor se mueve desde la posicién
inicial a la final (“on”) como la que se produce por el retorno desde la posicién final a
la inicial (“off”), fueron integradas en funci6én del tiempo obteniéndose la carga de
compuerta Q. Se verific que la carga médxima que se mueve en el “on” fuese igual a
la carga maxima del “off” (Qon = Qoff).

Se normaliz6 la carga de compuerta respecto a la carga mixima movilizada
cuando era posible alcanzar la saturacién de la curva Q en funcién del potencial
(Q(V)). Cuando no se obtenia la saturacién, porque no era posible alcanzar los

potenciales a los cuales esto ocurrirfa, se supuso conservaciéon de la carga y se
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normalizé respecto a las curvas con Hp = -90 mV. Al estudiar las corrientes de
compuerta partiendo con los canales en estado inactivado tipo-C el “on” es una
corriente de entrada (segiin la convencién empleada), por lo que la carga tiene signo
negativo. Con el fin de facilitar la comparacién de las curvas Q(V) con la condicion
inicial los canales cerrados y condicién inicial los inactivados tipo-C, se transformaron
todos los datos de carga de compuerta a valores absolutos.

Las curvas Q(V) fueron ajustadas con la suma de dos distribuciones de
Boltzmann (Olcese y col., 1997)

q
QW) = : ¥ - ee.8)
1 +exp[-z e (V-V)/KT] 1 + exp [ -z, e (V-V)/KT]

donde q, y q , son las fracciones relativas de cada una de las dos distribuciones, z; y z,
la carga que se mueve en cada una estas etapas (z, + z, , es la carga total movilizada),
V. v V, los voltajes medios de las distribuciones y V el potencial del pulso de prueba.
Se efectud el ajuste simultaneo de todas las curvas, empleando los mismos parametros

Z, y Z, en todos los casos, para estimar los pardmetros Vi, V, ¥y q;, Q.

4.3. Modelos cinéticos.

El ajuste de las curvas y los modelos cinéticos fueron hechos usando tanto el

programa Excel v 7.0 (Microsoft) como Nfit (The university of Texas, Galveston, TX).
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RESULTADOS

1. Caracteristicas generales de la inactivacion tipo C en canales de potasio

ShakerH4 A6-46.

En el canal silvestre la inactivacion de tipo C se caracteriza por ser un proceso
lento en relacidén a la inactivacién de tipo N, siendo posible obtener canales con
distintas cinéticas de inactivacién tipo C en mutantes puntuales. Con el fin de poder
comparar el efecto de las mutaciones o bloqueadores sobre el proceso d;: inactivacion

de tipo C se describird muy brevemente el comportamiento cinético de la inactivacién

y su recuperacién en los canales ShakerH4 A6-46.

1.1.Cinética de inactivacion.

Cuando la membrana plasmética es despolarizada, pasando de un potencial de
-100 a uno de O mV se observa una corriente idnica inducida por la apertura del canal
(inserto, Fig. 14). Si el potencial se mantiene en 0 mV los canales se inactivan esto se
refleja en una disminucién de la corriente (Fig. 14).

Se efectuaron registros de corriente con dos microelectrodos, en condiciones en

las cuales se observaban corrientes de salida (el potasio sale desde el oocito cuando hay

potenciales positivos) las cuales por convenci6én tienen signo positivo.La corriente
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decae exponencialmente, y es caracterizada por un ti y una fracccién de corriente que
no se inactiva o pedestal (P), de acuerdo a la ecuacidn descrita en métodos:
I(t) = I(0) [P + (1-P) exp(-t/ti)] (ec. 1)
donde I(t) es la corriente al tiempo t, I(0) la corriente inicial.
El ti para el canal ShakerH4 A6-46 es de 4000 + 340 ms y la fraccion de corriente que

no se inactiva Pes 0,12 £0,017 % (n = 7).

Figura 14. Cinética de inactivacién

de tipo C en el canal ShakerH4 A6-

46.

2u Inserto. Activacién del canal en
respuesta a un pulso desde -100 mV a

0 mV de 15 ms. (se observa una

corriente capacitiva que antecede a la

corriente i6nica)

Los canales se abren en respuesta a

2uA pulso de potencial despolarizante (a

5s OmYV por 20 s, desde un Hp = -100

B mV) y luego se inactivan, con un 7i
=4s,.

La inactivaci6n tipo C es independiente del potencial en el rango de -20 a 50

mV (Hoshi y col., 1991), puesto que no se observan variaciones en las cinéticas de

inactivacion con el voltaje obteniéndose un promedio para ti alrededor de 4 s.
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1.2.Cinética de recuperacion de la inactivacion.

Cuando el potencial de membrana se repolariza, es decir se vuelve al potencial
de mantencion, los canales se recuperan de la inactivacion de tipo C retornando a la
conformacién cerrada. El proceso de recuperacion de la inactivacién se caracterizé
luego de inactivar los canales y volver al potencial de mantencién, dando pulsos muy
breves a 0 mV, de modo de ir verificando la cantidad de corriente que se recupera en
el tiempo (protocolo B, descrito en la seccién 4.1.1). La figura 15 nos muestra que la
recuperacion de la inactivacién de tipo C tiene dos componentes. El componente mas
rapido no pudo ser determinado ya que se desarrolla completamente en un tiempo
menor que el intervalo usado entre los pulsos de prueba (200 ms). Este componente
rapido corresponde al 20 % de la corriente total. El componente lento se ajustd con
una exponencial:

I(t) = I, (1-exp(-t/ 1)) (ec. 2)
donde I, es la corriente final que se recuperd. En nuestro caso la corriente se ha

normalizado y la constante de tiempo tr obtenida del ajuste es de 1,5 s (Fig. 15).

[}

T

'T% Figura 15. Cinética de recuperacién de la
E inactivacién de tipo C del canal de potasio
o ShakerH4 A6-46.

;2 La recuperacion fue medida, desde un
8 potencial Hp = -90 mV, con pulsos de
[

o

prueba de 8 ms a 0 mV, cada 200 ms. El
componente lento se ajustd con una

1 exponencial con un tr del,5 s.
10

Tiempo (s)
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2. Participacion de las subunidades a en el proceso de inactivacion de tipo C.

El proceso de inactivacion de tipo C podria ser explicado de dos modos : i. Las
subunidades actian en forma independiente y basta la modificacién conformacional de
una sola subunidad para que el canal se inactive. ii. Las subunidades actuin en forma
concertada (cooperativa) y varias o todas deben llegar al estado inactivado para que el
canal se inactive. En el primer caso la subunidad que sufre el cambio mds rdpido
determinaria el tiempo que demora el canal en inactivarse. Para distinguir entre estas
dos posibilidades, se estudiaron canales formados por dos subunidades distintas, las
cuales se ensamblan en canales heterotetraméricos. Estas subunidades, que tienen
diferentes mutaciones puntuales en la region del poro, en los canales homotetraméricos
(formados por un sélo tipo de subunidad) presentan distintas cinéticas de inactivacién
de tipo C, las que también difieren de la del canal silvestre.

Para obtener canales formados por dos tipos de subunidades se siguieron dos
estrategias: i. coinyeccion de los mRNA que codifican estas subunidades ii. expresién

de dimeros.

2.1. Coinyeccion de subunidades.

Al coinyectar el mRNA de dos tipos de subunidades (dos mutantes o un
mutante y el silvestre) se obtienen distintas clases de canales, cada una de ellas

formada por distinto nimero de una y otra subunidad. Si las subunidades se mezclan al

azar se puede predecir la proporcion de cada una de estas clases usando una
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distribucién binomial (ec. 3). Los mutantes puntuales que se coinyectaron se eligieron
seglin las caracteristicas de cinética de inactivacion tipo C del canal homotetramérico,
mezclindose subunidades que confieren cinéticas de inactivaciéon muy rdpidas (ti de
pocos milisegundos) y subunidades que confieren cinéticas de inactivacién muy lentas

(ti del orden de los segundos).

2.1.1. Mezcla de ShakerH4 A6-46 T449S y ShakerH4 A6—46 T449Y.

Se escogieron estos mutantes dadas sus caracteristicas cinéticas del proceso de
inactivacion en ellos. El canal ShakerH4 A6-46 con una substitucién de la treonina 449
por una serina (T449S) presenta una cinética de inactivacién de tipo C muy ripida,
caracterizada por un ti de 81 + 10 ms (n=3) (Fig 16A). Por otra parte, el canal
ShakerH4 A6-46 con la substitucion de la treonina 449 por tirosina (T449Y) tiene una
cinética de inactivacién de tipo C muy lenta, con un ti de 13011 + 3400 ms (n = 11)
(Fig. 16B). En ambos casos los ajustes fueron hechos con una funcién
monoexponencial mas un pedestal de corriente que no se inactiva (ec. 1), aunque en el
caso de T449S el pedestal es practicamente inexistente. La proporcién en la cual se
coinyectaron los mRNA (diluidos segiin la eficiencia con que se expresan, ver métodos
2.3.2) de estas subunidades fue de 3 T449S : 1 T449Y, de modo de obtener

practicamente todos los canales con al menos una subunidad T449S.
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Las fracciones esperadas de cada uno de los diferentes tipos de canales (Pi)

segin la distribucién binomial (ec. 3) es la siguiente:

# subunidades T449S

BN =O

N

# subunidades T449Y Pi
4 0,004
3 0,048
2 0,211
1 0,422
0 0,316

A diferencia de los canales homotetraméricos, la cinética obtenida de la

coinyeccién de estas subunidades debid ser ajustada con la suma de dos exponenciales

(Fig. 16C), cuyas constantes de tiempo son un ti; = 158 = 3ms y ti, = 1764,7

690 ms (n = 3).
A
T449S
3UuA
I 200 ms
B
T449Y

1.5UA
5000 ms

3 T449S : 1 T449Y

4 uA
2500 ms

Figura  16. Cinéticas  de
inactivaciéon tipo C de canales
obtenidos a partir de una mezcla
de subunidades.

Se dio un pulso despolarizante a 0
mV, a partir de un Hp = -90 mV
por los tiempos indicados. La
cinética se ajusté con una o dos
exponenciales y las constantes de
tiempo obtenidas fueron (4)
T449S: i = 81 + 10 ms (B)
T449Y: ti = 13011 + 3400 ms, P
= 0,30 20,07 (C) mezcla 3
T449S:1T449Y: i, = 158 £ 3 ms
(amplitud 13 %), 7i, = 1764,7 +
690 ms (amplitud 67 %), P =
0,20.

+
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Si las distintas subunidades no se mezclaran, es decir no formaran heterotetrameros,
la cinética obtenida serfa la suma de las cinéticas de los canales homotetraméricos en
las proporciones en que fueron inyectados los mRNA diluidos para que se expresen en
forma equivalente. Al comparar la cinética que se predice en este caso con la obtenida
experimentalmente (Fig. 17) se observa una diferencia notable indicando que las

subunidades no se estan segregando, sino que mezclando.

Figura 17. Las distintas subunidades se

mezclan entre ellas.
200 ms (A) Cinética que se predice para
subunidades que no se mezclan. Se
sumaron la corriente normalizada de
T449S multiplicada por un factor de 0,75
B mas la corriente normalizada de T449Y
multiplicada por un factor de 0,25. (B)
Corriente obtenida experimentalmente de
la mezcla de subunidades 3 T449S: 1

3 uA T449Y.
2500 ms

2.1.2.Mezcla de ShakerH4 A6-46 y ShakerH4 A6-46 T449Y.
Los canales homotetraméricos formados por subunidades silvestres
(WT) para la inactivacion de tipo C se caracterizan por un i de 4 s (Fig. 18A y
seccion 1.1), y como se menciond anteriormente los canales T449Y tienen un i de 13

s (Fig. 18B). En este caso la coinyeccién se hizo en una proporcién de 2 WT: 1
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T449Y y las fracciones esperadas para las distintas clases de canales segin la

distribucién binomial es

# subunidades WT # subunidades T449Y Pi
0 4 0,012
1 3 0,098
2 2 0,296
3 1 0,395
4 0 0,197

La cinética de inactivacion de esta mezcla se ajusté con una funcién monoexponencial

conun 7i = 9950 £ 900 ms (n =12) (Fig. 18C), que es un valor intermedio respecto a

las constantes de tiempo de los canales homotetraméricos.

WT
4 uA
I10s
T449Y
1 uA
10s

2 WT : 1 T449Y

0.5 uA
|1OS

Figura 18. Cinéticas de inactivacién
tipo C de la mezcla 2 WT: 1 T449Y.
Se despolariz6 la membrana a 0 mV,
a partir de un Hp = 90 mV, y la
caida de la corriente fue ajustada con
una funcion exponencial con una
constante de tiempo de (4) WT: ti =
4000 * 340 ms, P = 0,12 £ 0,017.
(B) T449Y: ti = 13011 % 3400 ms.,
P = 0,30 £ 0,07. (C) mezcla 2 WT
:1T449Y: i = 9950 £ 900 ms, P =
0,35 £ 0,06.
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2.1.3. Ninguna de las subunidades determina por si sola la cinética de

inactivacion.

Si suponemos que las subunidades son independientes y basta que una sola de
ellas se inactive para que se detenga el flujo de corriente iénica, podemos pensar que la
subunidad que se modifica con mayor rapidez determina la cinética de inactivacion de
un canal heterotetramérico. En este caso y cuando los canales estidn constituidos por la
mezcla de una subunidad que forma canales que pricticamente no se inactivan y otra
que produce canales que se inactivan rdpidamente, la cinética queda descrita por la
ecuacion 5:

I = PO + exp (-t/tau) P1 + exp (-2t/tau) P2 ) (ec. 5)

+ exp (-3t/tau) P3 + exp (-4t/ tau) P4

donde tau/4 es la constante de tiempo de la inactivacién del canal homotetramérico
formado por subunidades rdpidas y Pi la probabilidad de un canal con i subunidades
T449S.

~ Los resultados demuestran que a medida que se aumenta el ndmero de
subunidades rdpidas el ti se hace mds pequefio. En la coinyeccién de T449S y T449Y,
donde la diferencia en la cinética de inactivacién es de 4 ordemes de magnitud,
podemos emplear la ecuacion 5 para predecir el curso temporal de la corriente.

En la figura 19 se muestran la cinética calculada (A) y la cinética de la mezcla

(B), observindose una diferencia notoria lo que nos lleva a descartar que la subunidad
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que forma canales homotetraméricos con inactivacion rdpida determine la cinética de

inactivacion del canal.

subunidades
independientes

300 ms Figura 19. El modelo de subunidades

independientes no explica los resultados.

(A) Cinética predicha del modelo de

subunidades independientes, donde el

B canal homotetramérico de la subunidad

de inactivacién ripida tiene un ti = 80

3 T449S : 1 T449Y ms. (B). Cinética obtenida

experimentalmente de la mezcla 3

15 UA T449S: 1 T449Y, con ti; = 158.% 3 ms
3000 ms y ti, = 1764,7 £ 690 ms.

En conclusién, ninguna de las subunidades determina por si sola la cinética de
inactivacién.
2.2. Dimero de subunidades.
Intentando dilucidar el rol de una subunidad en el proceso de inactivacién de
tipo C y con el fin de tener una sola clase de canales en el oocito, se construyeron

dimeros de subunidades. De esta forma se obtienen canales formados por dos tipos de

subunidades. En este caso se inyecta el mRNA de dimeros de subunidades, el cual se

traduce en una sola cadena polipeptidica con dos subunidades del canal ShakerH4 A6-
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46, y al ensamblarse dos de ellos forman un canal funcional. Por ejemplo, si una de las
subunidades del dimero es silvestre y la otra mutante, se obtienen canales con dos
subunidades silvestres y dos mutantes.

El primer dimero que construimos fue ShakerH4 A6-46 T449S- ShakerH4 A6-
46 T449Y. No se logro registrar corriente idnica en los oocitos inyectados con este

mRNA por lo cual pensamos que este dimero no forma canales funcionales.

2.2.1. Dimero ShakerH4 A6-46 - ShakerH4 A6-46 T449Y.

El canal resultante de la inyeccién del mRNA del dimero WT-T449Y tiene dos
subunidades silvestres y dos subunidades (T449Y) lentas para la inactivacién de tipo
C. La cinética de inactivacion de estos canales se ajust con una exponencial con un i
de 5213 £ 1100 ms ( n = 12) (Fig. 20). Esta constante de tiempo es menor que la

obtenida para la mezcla 2 WT : 1 T449Y, en la cual un 30 % de los canales equivalen

a este dimero (2 subunidades WT y 2 subunidades T449Y).

Figura 20. Cinética de inactivacién
dimero WT- T449Y de los canales formados por el
dimero WT-T449Y.

La caida de la corriente es una

1UuA funcién monoexponencial con un ti
5s = 5213 + 1100 ms, P = 0.16.
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En este caso se pudo comprobar que el canal formado por dos subunidades de
distinto tipo tiene un comportamiento cinético intermedio con respecto a los canales

homotetraméricos.

2.2.2.El orden de las subunidades no modifica el comportamiento del canal.

El mRNA del dimero con las subunidades en el orden contrario (ShakerH4 A6-
46 T449Y- ShakerH4 A6-46 ) fue construido, transcrito in vitro y microinyectado. Sin
embargo, no fue posible detectar corrientes idnicas. Para verificar que el orden de las
subunidades no afecta el comportamiento del canal (ver Isacoff y col., 1990), se
construy el dimero WT-T449C y el dimero T449C-WT . En el caso del canal
homotetramérico formado solamente por subunidades ShakerH4 A6-46 T449C, la
cinética de inactivacioén de tipo C es descrita por la suma de dos exponenciales con 7i,
de 600 = 96 ms y 7i, de 8900 = 2700 ms (n= 7). En el caso de los canales formados
por los dimeros, la constante de tiempo fue ajustada por una sola exponencial con un i
de 3300 ms para el dimero T449C-WT y 4400 ms para el dimero WT-T449C (datos
no mostrados). De este modo la cinética de los dimeros no parece ser modificada por
el orden en el cual estdn las subunidades. En este caso los canales formados por mds

de un tipo de subunidad presentan una cinética similar a la del canal homotetramérico

formado por una de ellas, el canal WT. Este punto se retomar4 en la discusién.
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3. Interaccion de aminodcidos en el proceso de inactivacién de tipo C.

La mutacion del 4cido glutdmico 447 por 4cido aspartico (D447E) resulta en un
canal con una cinética de inactivacién tipo C tan ripida como la inactivacion de tipo N
(Seoh y Papazian, 1995) con un ti< 10 ms (Fig. 21A). Por otra parte, el tipo de
aminodcido en la posicién 449 de la proteina Shaker puede alterar en forma dramaética
la cinética de inactivacién de tipo C (Lopez-Barneo y col., 1993) obteniéndose canales
con una cinética muy répida (ti ~100 ms) hasta canales que se inactivan muy
lentamente ( i = 12000 ms). Los tres mutantes 449 mdas lentos descritos en la
literatura son ShakerH4 A6-46 T449H, T449V y T449Y con constantes de tiempo de
6400 ms, 10000 ms (Lopez-Barneo y col., 1993) y de 13000 ms (esta tesis Fig. 18B)
respectivamente. Observando el comportamiento cinético de dobles mutantes se intentd
revertir el efecto de la mutacion en la posicion 447 sobre la inactivacién efectuando
una segunda mutacion, en la posicién 449.

El doble mutante ShakerH4 A6-46 D447E T449Y mostré una cinética de
inactivacion de tipo C similar a la del canal silvestre, con un ti = 4440 + 1300 ms
(n=7). En este caso la segunda mutacién logré revertir el efecto de la primera (Fig
21C). En el caso del doble mutante ShakerH4 A6-46 D447E T449V la reversién del
efecto de la primera mutacién fue sélo parcial lograndose una cinética de inactivacion
con ti = 593 +130 ms (n=13) (Fig 22). Por 1ltimo, en el caso de la doble mutante

ShakerH4 A6-46 DA447E T449H los canales se comportaron como el mutante simple

en posicion 447 con un ti< 10 ms (n= 20) (Fig. 22). Se observé que los efectos de las
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-A B
D447E T449Y
6 uA 6 uA
30 ms 5s
—
C D
D447E T449Y WT

2 e

Figura 21. Efecto de la mutacién T449Y sobre la cinética de inactivacién de la mutante
D447E.

Las cinéticas de inactivacion obtenidas en respuesta a un pulso despolarizante a 0 mV desde un
Hp = -90 mV, fueron ajustadas con una funcién exponencial. (4) Cinética de inactivacién de
D447E, i < 10 ms. (B) Cinética de inactivacion de T449Y, ti = 13011 + 3400 ms. (C)
Cinética de inactivacion del doble mutante D447E T449Y, i = 4440 + 1300 ms. (D) Cinética
de inactivacion del canal WT, ti = 4000 * 360 ms.

mutaciones en las posiciones 449 y 447 no son aditivos, es decir no se anula el efecto
una mutacién que acelera la inactivacién con otra que la enlentece. El efecto de las

dobles mutaciones en la cinética de inactivacién nos indica que existiria una

interaccidn entre los residuos 449 y 447, o que sus efectos estin acoplados.




D447E T449H
1.5 UA
25 ms
D447E T449V

4 uA
1000 ms

D447E T449Y

3uA
5000 ms
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Figura 22. Cinética de inactivacién de los
dobles mutantes en posicién 447 y 449.
Las cinéticas de inactivacién obtenidas en
respuesta a un pulso despolarizante a 0
mV desde un Hp = -90 mV, fueron
ajustadas con una funcién exponencial.
(A). Cinética del canal D447E T449H: ti<
10 ms. (B). Cinética del canal D447E
T449V: ti = 593 +£130 ms. (C). Cinética
del canal D447E T449Y: ti = 4440 +
1300 ms.



4. Accesibilidad del poro en el estado inactivado tipo C.

Yellen y col. (1994) demostraron que el canal mutante T449C en estado
incativado tipo C une cadmio con una afinidad mucho mayor que el canal en el estado
abierto. Esto puede ser interpretado de dos maneras: el estado inactivado presenta una
constriccién de la boca externa del canal lo que permite una mejor coordinacién del
cadmio o bien que al inactivarse el canal los residuos cisteina se exponen facilitando de
este modo la uni6n. Se intento esclarecer, si esta constriccion existe y a que nivel
ocurre caracterizando el bloqueo por Ba’* del estado inactivado tipo C. La
accesibilidad al poro del canal ShakerH4 A6-46 en el estado inactivado tipo C fue
estudiada usando como sonda el ion Ba®*. Este ion divalente es capaz de bloquear el
estado cerrado y el estado abierto cuando es aplicado externamente (Armstrong y
col.1982, Hurst y col, 1995) y ademds el Ba** presenta un radio similar al del ion K*

(1,35y 1,33 A, respectivamente).

4.1. Existencia del estado inactivado tipo C bloqueado por Ba**.

En una primera etapa se verificé si el Ba’* es capaz de bloquear el estado
inactivado tipo C exponiendo canales inactivados a una solucién con el ion divalente.
Para esto se despolariz6 la membrana citoplasmatica a 0 mV por 2 min, periodo en el
cual el proceso de inactivacién alcanza el equilibrio (ver figura 14), y luego
manteniendo la membrana a 0 mV se expuso el oocito por 5 min a una solucién con

Ba®* (Fig. 23A). Durante este periodo el bario se une a los canales en estado abierto (a
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la fraccién que no se inactiva) y, posiblemente a los en estado inactivado tipo C. El

bloqueador fue lavado de la cdmara, manteniendo el potencial de membrana a 0 mV

por 5 minutos mds, tiempo suficiente para que el Ba** salga de los canales abiertos

(ver seccién 4.3 mas adelante). La membrana se repolariz6 a -100 mV y la fraccién de

canales bloqueados se cuantificO con pulsos despolarizantes de 15 ms a 0 mV,

repetidos cada 5 s. En presencia del Ba** la corriente medida en el primer pulso luego

de la repolarizacion corresponde al 42% de la corriente control (corriente medida en

ausencia de Ba**) (Fig. 23B).

omv

100 mV

Corriente normalizada

20 mM Ba**

|

2min 5min  &min

0.2

0.0

0

T T
100 200

Tiempo (s)

T
300

Figura 23. El bario puede unirse al
estado inactivado tipo C.

(4). Los canales se mantienen a 0
mV por 2 min. Se aplica Ba**
externo 20 mM por 5 min, y luego
se remueve. El potencial se
mantiene 5 min mis a 0 mV. La
corriente fue medida, desde un
potencial de mantencién de -100
mV, con pulsos de 15 ms a 0 mV,
cada 5 s. (B). Los simbolos
muestran la corriente al final de
cada pulsos de prueba. La fraccién
de corriente residual luego de 5 min
de lavado fue de 0,59 de Ia
extrapolacion a t = 0 de unma
exponencial simple, conunt = 122
s.
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Este resultado indica que una fraccién importante de los canales no han liberado el
bario durante los 5 minutos de lavado. En ausencia de Ba®* los canales se recuperan de
la inactivacién duraPte los primeros 5 segundos que siguen a la repolarizacién (ver
figura 15) en tanto que en presencia de Ba** en 5 s s6lo un 30 % de la corriente
bloqueada se recupera rdpidamente, llegando a un 60 % de la corriente control. El
resto de los canales se recuperan lentamente, en un proceso monoexponencial con un t
de 122 s. La similitud de esta cinética de disociacién con la de la salida desde el sitio
estable de unién de Ba** descrito en el canal cerrado (Hurst y col., 1995; ver anexo 1),
sugiere que el ion bario después del periodo de unién a 0 mV (al estado inactivado) y
luego de haber repolarizado la membrana, se libera desde este sitio descrito por Hurst
y col. (1995).

Con el fin de comprobar este punto se compararon las rapideces de salida del
Ba’* con pulsos de prueba a 0 mV, dados a diferentes intervalos, en canales en los
cuales el Ba?* se uni6 en el estado cerrado o canales en los cuales el Ba>* se uni6 en el
estado inactivado de tipo C. La figura 24 muestra que a medida que se disminuye el
intervalo entre los pulsos de prueba, la salida del Ba** se hace mds rapida (disminuye
T) tanto para el Ba®* que se uni6 a canales cerrados como para el Ba** que se uni6 a
canales inactivados tipo C, siendo ademds las constantes de tiempo a un intervalo
dado, similares entre ellas. Estos resultados sugieren que el Ba** sale desde el mismo

sitio en el canal de acuerdo a las reacciones i para canales cerrados e ii para canales

inactivados:




i. Cerrado-Ba’* <« Cerrado + Ba**

0mV
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repolarizacién

ii. Inactivado + Ba®** — Inactivado-Ba’* <> Cerrado-Ba** <> Cerrado + Ba**

160 -
140
120
100
80

Tau _, (s)

60 -]
40
20

0

[ estado C-inactivado
V7773 estado cerrado

[

intervalos entre pulsos test (s)

Figura 24. El Ba** sale desde el mismo
sitio, sin importar si entrd al canal en
estado inactivado tipo C o en estado
cerrado.

El Ba** fue cargado en el estado
inactivado tipo C a 0 mV por 5 min.
Luego el Ba** fue removido manteniendo
la membrana a 0 mV por otros 5 min.
Finalmente la membrana fue repolarizada
a -100 mV, y la salida de Ba** fue
monitoreada con pulsos de prueba cada
0,5, 2 0 5 5. Los datos fueron ajustados a
una exponencial simple con una constante
de tiempo de 3,8 £2,85s,51,3+21sy
94,0 + 3 s, respectivamente (n = 4). En
los canales cerrados el Ba** fue cargado

por 5 min a -100 mV y la salida monitoreada a las mismas frecuencias. Las constantes
de tiempo obtenidas fueron 11,6 £1.15,39,3+6sy 110 £31 s (n = 4).

4.2. Velocidad de formacién y disociacion del complejo inactivado tipo C -Ba**.

4.2.1.

Cinética de disociacion del complejo.

Para determinar la cinética de salida del Ba** desde el canal se siguié el

protocolo descrito en la seccién 4.1, con 5 min de exposicién al bloqueador y variando

el tiempo de lavado (f/4ya4p) entre 1 a 15 min (Fig 25A). El resultado nos muestra que

la corriente normalizada, medida inmediatamente después de la despolarizacién, es

précticamente la misma para cualquier #jgzyqd, (Fig. 25B). Por lo tanto la unién del
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bario a los canales inactivados tipo C puede considerarse irreversible dentro de los

intervalos de tiempo usados.

+
20 mM Baz

omVv
-100 mV J
1.0

0.8 -

0.4

0.2

Corriente normalizada

0.0

2min Smin  tmin

T T T
5 10 15

tiavado (Min)

Figura  25. Velocidad de
disociacién del complejo inactivado
tipo C-Ba**.

(4). Los canales fueron inactivados
por 2 min a 0 mV y se agreg6 Ba?*
20 mM externamente. Luego de 5
min 2 0 mV, el Ba** fue lavado y
se mantuvo la membrana a 0 mV
por distintos periodos de tiempo.
La membrana fue repolarizada a -
100 mV, y se repitieron pulsos de
prueba de 15 ms a OmV, cada § s.
(B). Se muestra la fraccion de
canales no bloqueados, luego de
repolarizar, a diferentes tiempos
de lavado (n=4).

4.2.2. Cinética de formacion del complejo Ba** -inactivado tipo C.

La velocidad de unién de Ba>* al estado inactivado tipo C fue medida con un

protocolo similar al de la figura 23, pero variando el tiempo de exposicién al Ba**

entre 2 a 45 min (Fig. 26A). La fraccién de canales bloqueados se midi6 después de un

periodo de 5 min en ausencia de Ba**, tiempo que fue escogido porque permite un

lavado completo del compartimento extracelular, que es especialmente dificil cuando
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se trabaja a altas concentraciones de Ba®* (70 mM). En la figura 26B se puede observar
la cinética de bloqueo por Ba**, que puede ser descrita por una exponencial con un
pedestal (ec. 1). Este pedestal fue un resultado inesperado, puesto que la reaccion de
salida del bario es irreversible y por lo tanto el bloqueo deberia haber llegado a ser
completo. Los resultados indican, que a pesar que el tiempo caracteristico de la

a** crece, el

cinética de entrada (ton) es mis corto a medida que la concentracién de B
valor del pedestal (C) es constante ( 0,4) (Fig. 26C). Esto ocurre atin cuando €l Ba’*
en la solucién externa es 70 mM y la corriente residual se mide a tiempos largos (45
min), obteniéndose un valor para C de 0,36. Cabe recordar que la corriente
normalizada mostrada en la figura 23 es medida después de repolarizar la membrana a
-100 mV, puesto que para determinar la fraccién de canales no bloqueados durante el
estado inactivado tipo C estamos obligados a cerrar los canales.

El bloqueo de canales cerrados por Ba®* externo fue caracterizado en detalle
por Hurst y col. (1995) y discutido en el anexo 1. Este bloqueo comprende una fase
rapida, casi instantdnea, seguida de una fase lenta con decaimiento exponencial. Como
se menciona en la anexo 1, tanto la formacion como la disociacién del complejo
“l4bil” cerrado-Ba’* es rdpida. Si el bario no se lava este complejo puede
transformarse lentamente en un complejo estable que se disocia con una constante de
tiempo de minutos. En otras palabras, la interaccién del Ba** con el canal cerrado
puede ser explicada en términos de dos sitios secuenciales (ver anexo I, esquema R-5).

Debemos explicar la existencia de una fracciéon de corriente que no se bloquea

considerando que el bloqueo del canal
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Figura 26. Velocidad de formacién del
complejo inactivado tipo C-Ba*.

(4). Los canales fueron inactivados por 2
min, para luego agregarse Ba** 20 mM.
por periodos entre 2 a 45 min. Luego de
lavar el Ba** y mantener por otro 5 min
la membrana a 0 mV, se repolarizd
a

-100 mV, dando pulsos de prueba de 15
ms a 0 mV, cada 5 s. (B). Fraccién no
bloqueada, 1(0)/I(control), como funcion
del tiempo de exposicién a Ba** . La
cinética se ajusto a una exponencial con
una constante de tiempo t,,= 7,65 + 2,0
min y un pedestal C = 0,47 £ 0,05 (n =
3). (C). El pedestal C es independiente
de la concentracién de Ba** . La cinética
de entrada a tres concentraciones Ba**
(8, 20 y 35 mM) fueron determinadas y
ajustadas con una exponencial simple
con un pie, de modo de comocer el
pedestal. Se obtuvo valores de 0,35 =+
0,06, 0,47 + 0,05 y 0,46 = 0,03 para
[Ba?* ] = 8 20 y 35 mM,
respectivamente (n =3 o 4). Para [Ba** ]
= 70 mM se midi6 la fraccién no
bloqueada a 3 = 45 min, y
corresponde a 0,36 + 0,23 (n=3).

inactivado tipo C puede ser modelado en términos de un sitio tnico (ver seccion 4.4).

Para esto consideramos que luego de la repolarizacién, el complejo inactivado-Ba**

puede transformarse en complejo cerrado- Ba’* estable o cerrado- Ba?* 14bil, de

acuerdo al siguiente esquema:
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i.- entrada a O mV:

kOﬂ
inactivado + Ba** — inactivado -Ba** (R-6)
ii.- salida a -100 mV
complejo cerrado-Ba?* 14bil
: . 24
inactivado -Ba — R-7)

complejo cerrado -Ba®" estable

Después de la repolarizacién todos los canales que pasaron al estado cerrado-Ba**
14bil liberan el bloqueador instantineamente dando origen a la fraccion de corriente
que no se observa bloqueada, C, atin a tiempos muy largos de exposicion. Puesto que
el estado inactivado-Ba** es muy estable esperamos que a tiempos muy largos (t>7),
la corriente bloqueada alcance siempre el mismo valor, ya que la fraccién de canales
que llega al estado cerrado-Ba®>* 14bil es independiente de la concentracién de Ba®*

externa.
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4.2.3. La union de Ba** al canal inactivado tipo C es una reaccion

bimolecular.

Un modelo simple para la accion del Ba** sobre los canales inactivados tipo C

se muestra a continuacion

kon[Ba™]

canales inactivados —_—> canales inactivados -Ba** (R-8)
B —

koff

Este modelo predice que el decaimiento de la corriente en presencia de Ba** externo

es descrita por una exponencial simple con una constante de tiempo t

T= 1/ (kon[Ba2+] + koff) (eC. 9)

Figura 27. Dependencia de la
0.5 concentracién de Ba** de 1/ 1.
La constante de tiempo 7, fue estimada
del ajuste a una funcién exponencial de
las cinéticas de entrada, (4 oocitos para
cada concentracién). Los datos de 1/ =
v/s [Ba** ] fueron ajustados a una linea
recta (ec. 9) donde k= 0y la pendiente
corresponde a la constante de asociacién
de segundo orden, k,, con un valor de
0,14 M' s,

1itau (min"1)

0.0 T T T 1
0 10 20 30 40

[Ba2*] (mM)
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Puesto que el complejo inactivado-Ba>* es muy estable, t ~1/k,,[Ba®*], y por lo tanto
la velocidad de bloqueo es una funcién lineal de la concentracién de Ba®*. Esta
prediccién se corroboré experimentalmente (Fig. 27): el reciproco de 7t es
directamente proporcional a la concentracién de Ba** .

Esto sugiere que el canal en estado inactivado puede unir bario directamente,
aunque en un proceso muy lento. La constante cinética para la reaccién bimolecular

descrita en el esquema, bajo las condiciones experimentales mostradas en la figura 26,

es k, = 0,14 M's™.

4.3. Blogueo del estado abierto por Ba’* extracelular.

El analisis hecho hasta ahora tiene como supuesto que la unién y la disociacién
del Ba** al canal abierto es rdpida. Se caracterizd el bloqueo del estado abierto
tomando ventaja de que la inactivacién de tipo C es incompleta, y siempre hay una
fraccién de canales abiertos (=~ 12 % ). Se agregd externamente el bloqueador luego de
alcanzar el equilibrio de la inactivacion de tipo C, y se caracterizé el decaimiento de la
corriente de estado estacionario. Aunque la union de bario al estado abierto es rdpida,
y aiin a bajas concentraciones de Ba’* demora menos de 2-3 s, la corriente residual
fue medida 75 s después de la aplicacién del Ba** para asegurarse de haber alcanzado
el nuevo estado estacionario. Con el fin de conocer la constante de disociacién
aparente al estado abierto se estudid la inhibicion de la corriente a varias

concentraciones de Ba2*. Los datos de inhibicién en funcién de la concentracién de
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Ba’* se ajustaron a la ecuacion de Hill (ec. 7) con Kd (0) = 0,098 + 0,004 mMYy un
coeficiente de Hill, N = 0,57 + 0,03 (Fig. 28A). Ademas, el estudio de la
dependencia del voltaje de la unién del bario al estado abierto demostrd que, en el
rango de potencial usados, la unién es independiente del potencial (Fig. 28B).

Si los canales que entran al estado C-inactivado, no pudieran unir el Ba?*

directamente, la reaccién de uni6n debiera seguir el siguiente esquema cinético

Kl KZ k3
I & O+ Ba** < OBa — IBa R-9)
El proceso de unién y disociacién del Ba®* al estado abierto es mucho mds rdpido que
al estado inactivado de tipo C. Por lo tanto las reacciones I-O y O-OBa estin en

equilibrio respecto a la formacién del complejo IBa, y por lo tanto t,, para es

1/t = KsPop, = 3([Baz+]/ (Ba*] + K, + KiKy) (ec. 10)

donde Py, es la probabilidad de encontrar el canal en el estado OBa.

La ecuacién 10 predice que 1/1,, deberia saturarse a altas concentraciones de Ba**,
alcanzando como valor méximo k,. A las concentraciones de Ba®* usadas ([Ba’**] > 8
mM), y dadas las caracteristicas de la union al estado abierto, la fraccién de canales

abiertos bloqueados por Ba?*, Py, ~1. Si el estado IBa se alcanzara pasando a través
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del estado OBa, 1/t,, en la figura 27 debiera ser independiente de la concentracion de

la concentracién de Ba®*.

1.0 4
0.8
0.6

0.4 4

Inhibicién (%)

0.2
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01 1 10

Ba%* (mM)

2.0
1.6 ~

1.2

0.8 -

KgV) {mM)
4
o

0.4 -

0.0 T T T T T 1
-30 -20 10 0 10 20
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Figura 28. Bloqueo por Ba’* externo del
estado abierto del canal ShakerH4 A6-46 .

(A). Curva de inhibicion de los canales
abiertos. Los datos se ajustaron a la ecuacién
de Hill (ec. 7) y los pardmetros obtenidos
fueron Kd (0) = 0,098 + 0,004 mM" y un
coeficiente de Hill, N = 0,57 £ 0,03 (n=4).
(B). El bloqueo de los estados abiertos es
independiente del potencial. Se muestra la
constante de disociacion aparente en funcién
del potencial (-30, -35, 0 y 15 mV). La linea
muestra la Kd promedio y corresponde a 0,85.

4.4. Dependencia del potencial y de la concentraciéon de Ba** del bloqueo del

estado inactivado tipo C.

Para determinar la cinética de formaci6n del complejo inactivado tipo C-Ba®** en

funcién del potencial y de la concentracion de bario se usoé el protocolo de la figura 26.

El tiempo de exposicién a Ba** externo fue de 15 min, el intervalo de concentraciones

de Ba’>* vari6 entre 8 y 70 mM y los potenciales despolarizantes (Vi ) para inducir
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]a inactivacién de tipo C fueron -20, 0 o0 30 mV. Al comparar la fraccién de corriente

no bloqueada con una concentracién de bario y distintos potenciales despolarizante no

se observan diferencias (Fig. 29). Si la entrada del Ba** al estado inactivado fuese

dependiente del potencial, esperarfamos que mientras mas negativo es el potencial

menor es la fraccién de corriente sin bloquear con 15 minutos de exposicién. Podemos

concluir que no hay efecto del potencial en la velocidad de formacién del complejo, al

estudiarlo para cada concentracién de Ba**, ya que a un mismo tiempo (15 min)

tenemos el mismo nivel de bloqueo.

Corriente normalizada

8 mM 20 mM
1.0 1.0
0.5 - 0.5 N
0.0 _ T T T i 0.0 ]
20 0 30 20 0 30
1.0 - 35 mM i0-  70mM

. l_x_l l—l_‘ ﬂ - m m
0.0 T T 7 1 0.0 T m I i
20 0 30 20 0 30

Potencial (mV)

Figura 29. La asociacién del
Ba** al estado inactivado tipo
C es independiente del
potencial.

La fraccién de corriente no
bloqueada fue medidas a Vy,,
= -20, 0 o 30 mV para
cuatro concentraciones de
Ba**. El tiempo de
incubacién con Ba®* fue de
15 min. Se observa que la
fraccion de corriente no
bloqueada  disminuye a
medida que se aumenta la
concentracién de Ba?*. Esto
se debe a que las mediciones
se efectuaron todas con un
mismo tiempo de exposicién
a Ba’*, y la rapidez de
entrada depende de Ia
concentracién.

En resumen el canal en el estado inactivado tipo C es accesible a Ba** externo,

uniéndose un ion por canal y formando de un complejo muy estable.
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5. Efecto del Ba** externo sobre la dependencia del potencial del movimiento de las

cargas de compuerta.

Olcese y col. (1997) mostraron que existe una correlacién entre el corrimiento
en el eje del potencial de la curva de cargas de compuerta (Q(V)) y el establecimiento
de la inactivacion tipo C, lo que refleja el establecimiento de una nueva conformacion
del sensor de potencial (ver introduccién seccién 3.2.4). Por otra parte, el estudio del
bloqueo de los canales inactivados tipo C por Ba®* externo midiendo las corrientes
macroscépicas, revel6 la formacion de un complejo muy estable. El resultado de estos
experimentos nos hacen pensar que el bario unido al canal podria estar estabilizando el
sensor de potencial en la conformacién que este adquiere cuando el canal estd en
estado inactivado tipo C.

El estudio de las corrientes de compuerta requiere la ausencia de corriente
idnica, para evitar que esta ultima la enmascare. Existen mutantes puntuales en la
regién del poro del canal que no conducen iones y no presentan diferencias en las
corrientes de compuerta al ser comparadas con el canal silvestre. Estos mutantes han
hecho posible un estudio detallado del movimiento del sensor de voltaje en el canal de
K* Shaker (Perozo y col., 1993). También es posible medir estas corrientes de
compuerta en canales que normalmente conducen iones. Para esto es necesario sacar el
potasio interno y el externo, de modo que no esté presente el ion conductor, y
reemplazarlo por un ion que no pase a través del canal. Con el fin de estudiar el

movimiento de las cargas de compuerta de los canales inactivados tipo C bloqueados




90

con Ba’* y compararla con el movimiento de las cargas de compuerta en los canales
cerrados se usaron los siguientes protocolos:

i. Canales cerrados: se partié con los canales cerrados (Hp = -90 mV) y se dieron
pulsos despolarizantes a diferentes potenciales. En respuesta a estos pulsos el sensor de
potencial se mueve en el campo eléctrico, pasando a una posicion que permitiria la
conduccién ibnica, lo que se ve reflejado en las “corrientes compuerta on”. Al
terminar el pulso y volver al potencial de mantencion, el sensor de potencial vuelve a
retomar su posicion inicial generando una “corriente de compuerta off”.

ii. Canales inactivados tipo C: el potencial de mantencion (Hp = 0 mV) asegura que
los canales estdn en el estado inactivados tipo C al inicio del protocolo. Luego se
dieron pulsos hiperpolarizantes a diferentes potenciales, de modo que los canales
pasan al estado cerrado. El sensor de potencial que estaba en estado inactivado tipo C
se mueve en el campo eléctrico pasando a la posicién del canal cerrado (“corriente de
compuerta on”). Al finalizar el pulso, el sensor de potencial vuelve a retomar su
posicion inicial, en este caso la del estado inactivado tipo C, generando la “corriente

de compuerta off” (compare las figuras 30 y 31).

5.1. Efecto del Ba** sobre el movimiento de cargas de compuerta en el canal

ShakerH4 A6-46 W434F.,

El mutante ShakerH4 A6-46 W434F, es un canal no conductor empleado para
el estudio de las corrientes de compuerta. Al comparar el movimiento de las cargas de

compuerta de canales cuando el potencial de mantencién fue de -90 mV en 2 mM Ca*
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1

o 2 mM Ba®*, se observa que no hay mayores diferencias en las corrientes de
compuerta on. En \el caso de la corriente de compuerta off hay un efecto del Ba®*
externo, no observandose la aparicién de un componente lento en la corriente de
compuerta de off a potenciales > -45 mV como ocurre en el caso del Ca** (Fig. 30).

Este cambio fue descrito por Hurst y col. (1996). Al comparar las corrientes de

compuerta de los canales inactivados tipo C, en

WA434F

Hp =-90 mV Hp =-90 mV
2 mM Ca? 2 mM Ba?*

20 mv

-—j\“n Mot porintd) yort -10mv
»J\“Mﬁqw___‘.._. 40 mV

vt st b ool ik -0 mV
AT408c02.dat A7408c05.dat

200 nA
10ms

Figura 30. Registros de corrientes de compuerta de ShakerH4 A6-46 W434F en 2 mM Ca2t
0 2 mM Ba** externo, con potencial de mantencién de -90 mV.

A partir de un Hp = -90 mV (canales cerrados) se dieron pulsos de potencial de 25 ms a los
potenciales indicados, registrdndose la corriente de compuerta.

i
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presencia de 2 mM Ca* 0 2 mM Ba?* externo, se comprobd que a un mismo potencial -
la carga movilizada en presencia de Ca’ externo es mayor que la movilizada en

presencia de Ba?* externo (Fig. 31). No se observan cambios notables en las cinéticas
de las corrientes de compuerta, al comparar niveles equivalentes de carga movilizada

en Ca*t y Ba?* .

WA434F

Hp=0mV Hp=0mV
2 mM Ca?* 2 mM Baz

, j\ 280 MV e rterni e
et j\_&, I oMV , !\.
Ve

-140 mV
AT7408c03.dat A7408c08.dat

200 nA
10ms

Figura 31. Registros de corrientes de compuerta de ShakerH4 A6-46 W434F en 2 mM Ca2t
0 2 mM Ba** externo, con potencial de mantencién de 0 mV.

A partir de un Hp = 0 mV (canales inactivados) se dieron pulsos de potencial de 25 ms a los
potenciales indicados y se registraron las corrientes de compuerta.
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La cantidad de carga movilizada Se cuantificé en cada pulso de potencial,
integrando la corriente en funcién del tiempo. Con el fin de determinar el potencial
medio (V,,) y poder comparar la posicion de las curvas en el eje del potencial los
datos se ajustaron con la suma de dos funciones de Boltzmann (ec. 8), como fue
descrito por Olcese y col. (1997). Los resultados se muestran en la figura 32, siendo
evidente que el Ba** induce un corrimiento de la curva Q(V) hacia potenciales
hiperpolarizantes en los canales en estado inactivado tipo C. El Ba’* no afecta la

posicién de la curva Q(V), cuando la carga se desplaza entre los estados cerrados (Hp

= -90 mV).
1.0
2 0.8 -
[1]
o}
£
0.6
38
38
o ® 04-
cE
'%’ S ® Ca2* Hp=-90mV
3 o2 " BaZ* Hp=-90 mV
© a2t Hp=0mV
5 Ba?* Hp=0mV
0.0 -
T T L] T 1

-200 -150 -100 -50
Potencial (mV)

[=]

50

Figura 32. Curva de carga de compuerta normalizada en funcion del potencial en el canal
ShakerH4 A 'W434F.

Curvas obtenidas con un Hp = -90 mV en CaZt (®) 0 Ba®* (W), en el cual los canales estdn
cerrados, o un Hp = 0 mV en Ca2*t (O) o en Ba** (O), en el cual los canales estin
inactivados. En todos los casos los pulsos fueron de 25 ms, y se integré la corriente on (n=3).
Sélo cuando los canales parten del estado inactivado tipo C el Ba** tiene un efecto sobre la
posicién de la curva respecto a Ca2™. La linea continua corresponde al ajuste a la ecuacién 8 y
los pardmetros obtenidos se resumen en la tabla 1.
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Ademids se observa que la curva Q(V) de los canales inactivados tipo C esta
corrida a la izquierda respecto a la curva de los canales cerrados en 2 mM Ca*, como
fue descrito por Olcese y col. (1997). Los valores obtenidos de los ajustes se resumen

en la tabla I.

5.2. Efecto del Ba** sobre el movimiento de cargas de compuerta en el canal

ShakerH4 A6-46.

Con el fin de comprobar que el efecto de Ba** descrito anteriormente no es un
caso particular del mutante W434F se hicieron los experimentos en el canal silvestre,
para lo cual se debi6 lavar le potasio interno y utilizar una solucién extracelular sin
potasio. Se verificé al finalizar el experimento, con una solucién extracelular con
potasio, que los canales eran capaces de conducir y tenian cinéticas normales. En el
caso de los canales cerrados se observé que no hay efecto de Ba** sobre la cantidad de
carga movilizada, pero si sobre la cinética de la corriente de compuerta off (Fig. 33).
En el caso de los canales inactivados tipo C el Ba** afecta la cantidad de carga que se
moviliza si se compara con Ca®* a un mismo potencial (Fig. 34). Para movilizar la
misma cantidad de carga es necesario aplicar un potencial mds hiperpolarizante cuando

los canales est4n en presencia de Ba** que cuando estdn en Ca®".
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Shaker
Hp =-90 mV Hp =90 mV
2 mM Ca?z 2 mM Baz+
20mv
-10mv
—_— - 400nA
V™ Araz8ciadat 7omv = V™ A7az8ct5.dat |Lms

Figura 33. Registros de corrientes de compuerta de ShakerH4 A6-46 en 2 mM Ca2t o0 2 mM
Ba** externo, con potencial de mantenci6n de -90 mV.

Se vaci6 el oocito de potasio interno y se dieron pulsos de potencial de 25 ms a los
potenciales indicados a partir de un Hp = -90 mV (canales cerrados) para registrar las
corrientes de compuerta.

Al ajustar los datos a la suma de dos funciones de Boltzmann (ec. 8) se pudo
comprobar que el Ba®* modifica la posicién de la curva Q(V), en =~ 20 mV, cuando )
los canales estdn en el estado inactivado tipo C (Fig. 35). El corrimiento de la curva
Q(V) de los canales inactivados tipo C en la solucién con Ca** respecto a la curva de

los canales cerrados es mayor que el observado en el mutante W434F. Puesto que la

posicion de la curva de canales inactivados en Ba®* es similar para el canal silvestre y el
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canal W434F, la diferencia entre Ba®** y Ca®* de las curvas de los canales inactivados es

menor en el canal silvestre que para W434F (ver tabla ) .

Shaker

Hp=0mV Hp=0mV
2 mM Ca?* 2 mM Ba2*

-70 mv - WA

-100 mv A -!L

1N
—— k -130 mv —_— jx
A

_\r A7428¢10.dat - 160 mV A7428c17.dat

300nA
10ms

Figure 34. Registros de corrientes de compuerta de ShakerH4 A6-46 en 2 mM Ca2t o0 2 mM
Ba** externo, con un potencial de mantencién de 0 mV.

Se vaci6 el oocito de potasio interno y se dieron pulsos de potencial de 25 ms a los
potenciales indicados a partir de un Hp = 0 mV (canales inactivados) para registrar las
corrientes de compuerta.

En el caso de los canales cerrados el Ba** no tiene ningfin efecto en la dependencia
del potencial del movimiento de las cargas de compuerta. De este modo pudimos

confirmar que el efecto del Ba’* externo sobre la dependencia del potencial del

movimiento de las cargas de compuerta no es un caso particular del mutante no
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conductor ShakerH4 A6-46 W434F, sino un efecto de la unién del Ba** a un sitio en

el canal inactivado tipo C.

1.0 ]
© 0.8 ~
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g—.(% 0.6
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85
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O o0z2- Ba2* Hp=-90 mV
Ca2* Hp=0 mV
0.0 BaZ* Hp=0mV
1 I 1 T 4
-200 -150 -100 -50 0 50

Potencial (mV)

Figura 35. Curva de la carga de compuerta normalizada en funcién del potencial en el canal
ShakerH4 A6-46.

Curvas obtenidas con un Hp = -90 mV en Cal* (@) o Ba?* (W), en el cual los canales estin
cerrados, o un Hp = 0 mV en Ca2t (Q) o en Ba** (0), en el cual los canales estin
inactivados. En todos los casos los pulsos fueron de 25 ms, y se integrd la corriente on (n=1).
Sélo cuando los canales parten de un estado inactivado tipo C el Ba®>* produce un corrimiento
a la izquierda de la curva Q(V). La linea continua corresponde al ajuste a la ecuacién 8 y los
parametros obtenidos se resumen en la tabla 1.

Nuestros resultados permiten concluir que la unién de Ba** al canal inactivado

tipo C estabiliza la conformacién del sensor de potencial en este estado.
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5.3. El Ba** se une al mismo sitio en el canal cerrado y en el canal en estado
inactivado tipo C.

El estudio del movimiento de las cargas de compuerta puede ser empleado para
determinar si el sitio de unién de Ba®* en el estado C inactivado es el mismo que el

* en el estado cerrado. Nuestros resultados del estudio de

sitio de unién de Ba®
corrientes macroscopicas del bloqueo por Ba** indicaron que uma fraccién del
bloqueador que entrd al estado inactivado tipo C, luego de repolarizar la membrana,
sale desde un sitio equivalente al del bario que entré al estado cerrado. Esto podria
indicar el sitio de unién del Ba** en el estado inactivado tipo C es el mismo que el
sitio de unioén del estado cerrado (ver esquema R-7). Hurst y col. (1997) estudiando el
efecto de Ba®* sobre la cinética de las corrientes de compuerta demostrd que el 4cido
aspdrtico en posicién 447 forma parte del sitio de unién a Ba** en el canal cerrado.
Ellos observaron que en el mutante D447N el bario no afecta la cinética de la corriente
off como ocurre en el canal silvestre (ver figura 33) y propusieron que esto se debe a
una modificaci6n del sitio que une Ba** de modo que el ion divalente no puede unirse
al canal.

Estudiamos el efecto del Ba®* sobre la dependencia del potencial del
movimiento de cargas de compuerta en el mutante no conductor ShakerH4 A6-46
D447N. Al comparar el movimiento de las cargas de compuerta en los canales

cerrados verificamos que el Ba’* no tiene efecto ni en la cantidad de carga movilizada

a un mismo potencial ni en la cinética de las corrientes (Fig. 36). A diferencia de lo

que ocurre en el canal silvestre, en el mutante D447N no hay efecto de Ba** sobre las
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corrientes de compuerta de los canales inactivados tipo C. La cantidad de carga
movilizada en respuesta a un potencial hiperpolarizante es la misma en presencia de

Ca® o de Ba’* externo (Fig. 37).

D447N
Hp=-90 mV Hp =-90 mV
2 mM Ca* 2 mM Baz+
20mv , 4\/’-_
-10 mVv ‘_k \/’_
N - T_ -40 mV R - r
hannie v D7411c01.dat -70 mV " v D7411c08.dat

200 nA
10 ms

Figura 36. Registros de corrientes de compuerta de ShakerH4 A6-46 D447N en 2 mM Ca2*

0 2 mM Ba’* externo, con potencial de mantencién de -90 mV.
A partir de un Hp = -90 mV (canales cerrados) se dieron pulsos de potencial de 25 ms a los
potenciales indicados y se registraron las corrientes de compuerta.

De las curvas Q(V) y del ajuste de los datos comprobamos que pricticamente no existe

diferencia entre los V,, obtenidos en presencia o ausencia de Ba’*, ya sea en canales

inactivados o canales cerrados. (Fig. 38 y tabla I). La tnica diferencia en presencia de
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Ba’* es que el segundo componente de la curva Q(V) parece tener un pequefio

corrimiento a la izquierda en el eje del potencial.

D447N

Hp=0mV Hp=0mV
2 mM Ca2+ 2 mM BGZ+

I -50 mvV .

N -80 mV N— A
k -110 mV k
Vo L
k 140 mV k
\F D7411c03.at r D7411¢07.dat
400 nA
10 ms

Figura 37. Registros de corrientes de compuerta de ShakerH4 A6-46 D447N en 2 mM Ca2t
02 mM Ba?* externo, con potencial de mantencién de 0 mV.

A partir de un Hp = 0 mV (canales inactivados) se dieron pulsos de potencial de 25 ms a los
potenciales indicados y se registraron las corrientes de compuerta.
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Figura 38. Curva de carga normalizada de compuerta en funcién del potencial en el canal
ShakerH4 A6-46 D447N.

Curvas obtenidas con un Hp = -90 mV en CaZt (®) o Ba** (W), en el cual los canales estin
cerrados, o un Hp = 0 mV en Ca2t (Q) o en Ba* (00), en el cual los canales estin

inactivados. En todos los casos los pulsos fueron de 25 ms, y se integré la corriente on.(n=4).
No se observa ningtin efecto de Ba®*. La linea continua corresponde al ajuste a la ecuacién 8 y
los pardmetros obtenidos se resumen en la tabla 1.

Estos resultados indican que el sitio se unién de Ba** en el estado inactivado

tipo C, que afecta el movimiento del sensor de potencial, es el mismo que el sitio de

unién en el canal cerrado.
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TABLA 1. Parametros obtenidos del ajuste de las curvas Q(V) de canales inactivados

(Hp = 0 mV)
Z V medio Q

Ca™  Ba™ vp-Vg * Ca®*  Ba®*
WT Z, 2.4 vV, -130 -143 13 q 042 0,65
n=1 Z, 2.8 v, 91  -100 9 Q@ 057 0,33
W434F Z, 1.3 Vv, -119 -144 25 q, 0,27 0,70
n= Z, 3.3 v, -0 -8 10 Q@ 071 027
D447N Z, 1.7 vV, -140 -152 12 q 039 042
n=4 Z, 3.3 v, -81  -87 6 q 0,60 0,54

datos obtenidos del ajuste de las curvas Q(V) a la suma de dos Boltzmann (ec. 8).
* diferencia entre el valor de V medio en Ba?** y V medio en Ca2*-

6. Existen dos clases de inactivacion de tipo C?

Existen contradicciones experimentales que apuntan a que lo que llamamos la
inactivacién tipo C podria en realidad ser el reflejo de dos procesos moleculares
distintos. Esta idea fue propuesta por De Biasi y col. (1993), quienes Ilamaron al
proceso afectado por mutaciones en el poro inactivacién de tipo P, para diferenciarlo

del proceso descrito por Hoshi y col. (1991) que era afectado por una mutacién en el

segmento transmembranal S6, que llamaremos inactivacion tipo S6.
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Una indicacién de que se trataria de dos procesos distintos fue el estudio de la
dependencia del potencial de las corrientes de compuerta en canales cerrados y canales
inactivados (Olcese y col., 1997). Ellos observaron un corrimiento a potenciales mas
negativos de la curva Q(V) cuando los canales estdn inactivados respecto a cuando
estan cerrados. Los resultados obtenidos fueron los mismos para el canal ShakerH4
A6-46 y en ShakerH4 A6-46 W434F, siendo este Gltimo un canal no conductor (Perozo
y col., 1993; esta tesis seccion resultados 5.1 y 5.2)

Se ha propuesto que el canal W434F se inactivaria muy rapidamente, y tendria
una muy baja probabilidad de apertura (~107), razén por la cual no es posible medir
corrientes idnicas (Yang y col., 1997). Midiendo canales unicos se ha logrado
det;erminar que la conductancia del canal abierto es normal. Si para cualquier potencial
el canal estd inactivado y el sensor esta siempre en la misma conformacién, no se
espera un cambio en la posicién de la curva Q(V) al variar el potencial de mantencién
(Hp). Sin embargo en el mutante W434F la curva Q(V) varia su posicion en el eje del
potencial comportdndose como el canal silvestre respecto a la dependencia del
potencial del movimiento de las cargas de compuerta. Una explicacién para esta
paradoja seria que el canal W434F esté constantemente inactivado tipo P, pero sufre
un proceso de inactivacion tipo S6. Este tipo de inactivacién seria el que induce el
cambio en la posicién en el eje del potencial de 1a curva Q(V).

El tnico canal en el cual no debiera observarse el corrimiento en la curva Q(V)
seria un canal que no presente inactivacion de tipo P ni de tipo S6. Holgrem y col.

(1997) describieron un mutante en la region del S6, ShakerH4 A6-46 1470C, que tiene
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la particularidad de no presentar decaimiento de la corriente iénica, vale decir un canal
que no se inactiva. Decidimos verificar el comportamiento de las corrientes de
compuerta en este mutante. Ademds, se estudio el doble mutante Shakert4 A6-46
T449V I470C, el cual tiene la mutacién en el segmento transmembranal S6 pero

también tiene una mutacion en la regién del poro.

6.1. El canal ShakerH4 A6-46 I470C, un mutante de la inactivacion tipo S6?

Como fue descrito por Holgrem y col. (1997), este mutante puntual muestra
una cinética de corriente idnica donde no se observa un decaimiento de la corriente
i6nica aiin para pulsos de potenciales muy largos (Fig. 39). Este es el primer mutante
de ShakerH4 A6-46 que no presenta inactivacion.

En nuestro caso los registros muestran una leve caida de la corriente idnica y
una corriente de entrada al término del pulso. Puesto que en el medio externo no habia
potasio y por lo tanto no existia un ion conductor que pasara desde el medio
extracelular al medio intracelular, no esperdbamos observar una corriente de entrada.
La existencia de esta corriente nos indica que parte del K* que sali6 por los canales se
acumulé en el lado externo de la membrana, volviendo entrar al repolarizarla.

Se estudié la dependencia del potencial del movimiento de las cargas de

compuerta luego de sacar todo el potasio del oocito. Se demostré que la curva Q(V)
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Figura 39. Corriente mécroscopica
del mutante 1470C.

(A) Registro del mutante 1470C. Los
registros se efectuaron en Cut-open
oocyte, con un pulso a -10 mV por
30 s desde un Hp=-90 mV, en un
medio externo sin potasio. (B)
Registro del canal WT. Los registros
se efectuaron en Cut-open oocyte,
con un pulso a - 0 mV por 12 s
desde un Hp=-90 mV, en un medio
externo sin potasio.

en este caso presenta un corrimiento a potenciales hiperpolarizantes para Hp OmV

respecto a Hp -90 mV, como ocurre en el canal WT. Sin embargo aqui, a diferencia

del canal silvestre, los dos componentes de la curva Hp 0 mV estdn completamente

separados (Fig. 40).

Este resultado se discutird mas adelante. Los corrimientos relativos del canal silvestre

y de los mutantes a Hp = 0 mV se muestran en la figura 43, con el fin de poder -

apreciar claramente las diferencias.
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Figura 40. La curva Q(V) del mutante J470C se mueve a potenciales hipepolarizantes cuando
el Hp = OmV.

Se muestran las curvas de carga de compuerta normalizadas para canales que estaban a un Hp
= -90 mV (®) o un Hp = 0 mV (M) de un promedio de 4 oocitos.

6.1.1. Un doble mutante que no se inactiva: ShakerH4 A6-46 T449V I470C.

El cDNA que codifica para el doble mutante T449V I470C fue gentilmente
proporcionado por el Dr. Gary Yellen, Massachusetss General Hospital, USA. El
canal que se expresa es una canal que no presenta decaimiento de la corriente iénica
durante pulsos largos a 0 mV a partir de un Hp = -90 mV (Fig. 41). Se estudi6 la
dependencia del potencial del movimiento de las cargas de compuerta, lo que se

muestra en la figura 42. Es posible observar que hay un corrimiento de las curvas

Q(V) a potenciales hiperpolarizantes cuando los canales estin a Hp = 0 mV, respecto

I
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a los canales que estin a Hp = -90 mV. Si consideramos que este canal no presenta
ningtn tipo de inactivacién y tiene mutaciones en el S6 y el poro, esperariamos que la
posicién de las curvas Q(V) no cambiaran con el potencial de mantencién. No fue
posible distinguir experimentalmente la existencia de dos clases de inactivacion de tipo
C. Las posibles interpretaciones de estos resultados se tratardn en la seccién de

discusion de esta tesis.

A T449V 1470C
250 nA Figure 41. Corriente mécroscopica del
(is doble mutante T449V T470C.
R Los registros se efectuaron en Cut-open
oocyte, con un pulso a 0 mV por 12 s
B desde un Hp=-90 mV, en un medio
externo sin potasio. (4) Registro del
wr mutante T449V 1470C (B) Registro del
canal WT.
250 nA
— EX
1.0 ..
08 - Figura 42. La curva Q(V) del doble mutante
T449V 1470C se mueve a potenciales
06 hipepolarizantes cuando el Hp = OmV.
Se muestran las curvas de carga de
04 4 compuerta normalizadas para canales que
estabana un Hp = -90 mV (®) oun Hp = 0
02 - mV (M) de un promedio de 3 oocitos.
0.0 { E CY I

T T T T T T T
-200 -160 -120 -80 -40 0 40
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Como se observa en la figura 43, el mutante 1470C es el Gnico que presenta una
clara separacion de los componentes de la curva de cargas de compuerta en funcién del
potencial. Estando uno de sus componentes ubicado como WT y otro como W434F. El

doble mutante T449V I470Cy el mutante W434F (descrito en la seccién 5.1 de

resultados) presentan ubicaciones muy similares en el eje del potencial.
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Figura 43. Curvas Q(V) del canal silvestre y tres mutantes cuando el potencial de mantencién
es O mV.

Se comparan las posiciones de las curvas de carga de compuerta del canal silvestre con un
mutante en la region S6 (I470C), un mutante de la regién del poro (W434F) y el doble
mutante T449V 1470C. Como referencia se puso la curva Q(V) para W434F (M) cuando el Hp
= -90 mV.
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DISCUSION

Los canales de potasio dependientes del potencial (K,), agrupados en la
superfamilia de canales S4, son fundamentales para la excitabilidad de las células
nerviosas y musculares. La variedad de canales Ky, surgida a través de la multiplicidad
de genes, el “splicing” alternativo y la formacion de canales heteroméricos, dan origen
a una amplia gama de respuestas electrofisiologicas frente a una variacion en el
potencial de membrana. Esta respuesta esta determinada por el tipo y mimero de
canales presentes en cada célula. Los canales K, fueron subdivididos en cuatro
subfamilias: Shaker, Shab, Shaw, y Shal en Drosophila melanogaster o sus
equivalentes en mamiferos Kvl, Kv2, Kv3 y Kv4 (Jegla y Salkoff, 1994). Cada una de
estas subfamilias tienen distintas propiedades biofisicas.

Una de las propiedades biofisicas en la cual difieren los canales K, de las
distintas subfamilias es la qapacidad de inactivarse, existiendo dos formas de
inactivacion: la inactivacién de tipo N y la inactivacién de tipo C. En el caso de la
inactivacién de tipo N o rdpida, el mecanismo es el de la “bola y cadena”. Se demostrd
que basta que una bola se una al receptor para que el canal se inactive. En el caso de la
inactivacion de tipo C, s6lo en los tltimos afios se ha logrado proponer un mecanismo

que podria dar cuenta de este proceso como asi también de sus posibles moduladores.

Se propuso que las subunidades del canal se aproximan entre si generando una
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constriccién a nivel de la boca externa que impediria al flujo iénico (Yellen y col.,
1994).

En esta tesis, estudiando el canal ShakerH4 A6-46 al cual se le ha suprimido la
inactivacién de tipo N, se ha intentado dilucidar el mecanismo de inactivacién tipo C,
asi como los cambios que ocurren en el canal cuando se inmactiva. Todos los
antecedentes en la literatura indican que la boca externa del canal se reordena durante
la inactivacién de tipo C. Intentamos esclarecer cuales son estos cambios, abordando
primero la pregunta sobre cuantas subunidades participan en la inactivacién de tipo C
mediante el estudio de canales con diferentes subunidades. Esto permiti6 tener una idea
de los cambios que debe sufrir el canal para inactivarse, restringiéndose con este
resultado los posibles mecanismos. Ademds se estudié el comportamiento de canales
con dos mutaciones, como una forma de determinar si existen interacciones entre los
aminoécidos que afectan la inactivacion de tipo C. Por otra parte, la accesibilidad al
poro del canal en el estado inactivado fue estudiada empleando el bloqueador Ba*
como una sonda del poro. Este ion tiene un radio idnico similar al del potasio pero
puede asociarse en forma estable a la via de conduccién del canal bloqueando la
corriente de K*. En vista de los resultado obtenidos en esta parte de Ia tesis, se estudié
la posible estabilizacién del sensor de potencial en el estado inactivado tipo C con Ba**
presente. El ultimo punto estudiado fue la existencia de dos mecanismos de

inactivacién lenta, los que se intentaron aislar estudiando las corrientes de compuerta

en algunos mutantes.




1. Reordenamiento de la boca externa del poro del canal.

En la naturaleza existen canales con distintas cinéticas de inactivacién de tipo

C. Al comparar las secuencias del poro se observa que estos canales presentan .

distintos amino 4cidos en la posicién equivalente a Shaker 449:

449

Shaker B PDAFWWAVVTMTTVGYGDM%‘P
Kvl.1 PDAFWWAVVSMTTVGYGDMYP
Kv1.2 PDAFWWAVVSMTTVGYGDMYVYP
Kv1.3 PDAFWWAVVTMTTVGYGDMHP
Kvi.4 PDAFWWAVVTMTTVGYGDMKP

Fue comprobado experimentalmente que esta posicion es determinante en la
cinética de inactivacion que presenta el canal. Lopez-Barneo y col. (1993) mutaron el
amino 4cido 449 obteniendo canales con distintas cinéticas de inactivacién de tipo C y
distinta sensibilidad a la concentracién de potasio externo.

El mecanismo propuesto para el proceso de inactivacion de tipo C es la
constriccién de la boca externa del poro (Hoshi y col., 1991; Yellen y col., 1994), el
cual ha sido apoyado por estudios en que se demuestra un cambio en la exposicién de
los aminoécidos ubicados en esta region (Yellen y col., 1994, Liu y col., 1996). La
primera demostracion de un cambio en la conformacién de la regién del poro fue
proporcionada por Yellen y col. (1994) usando una mutacién en que la treonina 449
fue substituida por una cisteina. Los autores observaron un aumento de la afinidad
aparente del canal por el Cd**, cuando el canal pasa del estado abierto al estado

inactivado. Es decir, las cisteinas 449 coordinarian mejor el cadmio cuando el canal
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estd en estado inactivado respecto a cuando esta abierto. Este cambio en la afinidad
podria deberse a una aproximacion de los residuos 449, la cual ocurriria durante la
inactivacién de tipo C. También es posible explicar el cambio de afinidad del canal por
el cadmio como una modificacién de la exposicién de estos residuos, siendo mds
accesibles en el estado inactivado que en el abierto. En forma andloga, estas dos
posibilidades permiten explicar los resultados obtenidos con el bloqueador CP-
339.818, el cual se une en forma especifica al estado inactivado y no al estado abierto
ni al cerrado (Nguyen y col., 1996). Por otra parte, se al mutar uno por uno los
residuos 448, 449 y 450 a cisteina, se demostré que habia una aproximacién entre los
residuos 448 al inactivarse el canal, que permitia la formacién de puentes disulfuros.
Los residuos 449 y 450 son mds accesibles en el estado inactivado tipo C respecto a los
estados cerrado y abierto, pero 1o forman puentes disulfuros entre ellos (Liu y col.,
1996).

Por otra parte, se ha demostrado que la ocupacién del canal por TEA externo
hace la inactivacion més lenta, proponiéndose que actuarfa como un “tope” que impide
la constriccion (Choi y col., 1991; Lépez-Barneo y col., 1993). Todos estos
antecedentes apoyan el mecanismo de constriccion a nivel de la boca externa del poro
para la inactivacion de tipo C. Esto implica que las cuatro subunidades se aproximan -
entre si hasta impedir el flujo iénico.

Un nuevo antecedente surgido recientemente ha cuestionado el modelo de

inactivacién de tipo C: los canales inactivados no pueden conducir K* pero si pueden
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conducir Na* y Li* en ausencia de K* intracelular (Starkus y col., 1997). En
condiciones fisiolégicas, el K* interno bloquearia la conduccién del Na* de los canales
inactivados. Aunque estos resultados no contradicen la existencia de un cambio
conformacional en el cual se aproximan las subunidades durante la inactivacién de tipo
C, indican que una modificacién de la permeabilidad del canal seria la responsable de
la detencion del flujo de los iones K*. El canal en estado inactivado no seria permeable
al potasio pero si a otro iones, lo cual indica que la constriccién no es completa.

El canal Kv 2.1, el cual presenta una cisteina en la posicion equivalente a 463
(segmento S6) de Shaker, es capaz de conducir Na* en ausencia de K* en el estado
abierto. Si bien el canal Shaker silvestre no es capaz de conducir Na* en el estado
abierto, el mutante puntual A463C si lo hace (Oglieska y Aldrich, 1997). El residuo en
posicion 463 fue el primer amino 4cido implicado en la inactivacién de tipo C (Hoshi y
col., 1991). Se demostr6 que la diferencia en la cinética de inactivacion de tipo C entre
el canal Shaker A y el Shaker B era explicada porque en el primer caso el residuo 463
era una valina y en el otro una alanina. Seria posible entonces que las mutaciones que
afectan la inactivacién de tipo C estén modificando la permeabilidad al potasio del
estado inactivado tipo C.

La interrogante sobre el mecanismo de inactivacién de tipo C sigue sin una
respuesta final. La demostracion que el canal en estado inactivado es capaz de conducir
iones, distintos al potasio, demuestra que la inactivacién no es un colapso completo de

la boca externa del canal, pero no desmiente los antecedentes de cambio de
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accesibilidad de los residuos que la conforman.

1.1.Todas las subunidades del canal participan en la inactivacion de tipo C.

En el caso de la inactivacién de tipo N cualquiera de las bolas presente en cada
subunidad puede bloquear el canal, actuando en forma independiente unas de otras. En
el caso de la inactivacion de tipo C los resultados muestran una aproximacion entre
residuos del poro, aunque no se sabe si las cuatro subunidades se aproximan. Una
explicacion alternativa a esta serfa que la inactivacion de tipo C modifica la exposicién
o localizacion de sélo una de las subunidades, y esta una subunidad o una regién de
ella adoptaria una conformacién que impide el flujo iémico. El cambio de
permeabilidad en el estado inactivado tipo C no se contradice con los resultados que
muestran un cambio en la posicion de los residuos de la boca del canal, siendo
razonable pensar que este cambio en la permeabilidad se deba a un reordenamiento de
los residuos en el poro.

Con el fin de determinar si todas las subunidades participan en la inactivacién

de tipo C, estudiamos el comportamiento cinético de canales formados por dos tipos de

subunidades.

1.1.1. Mezclas de subunidades.

Se analizaron dos mezclas: T449S con T449Y y WT con T449Y. En ambos

casos la cinética de inactivacién de la mezcla difiere de las cinéticas de los canales
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homotetraméricos, indicdndonos que las subunidades se estaban mezclando. En el caso
de la mezcla de T449S con T449Y, la caida de la corriente debid ser ajustada con dos
exponenciales, una de las cuales es similar a la de los canales formados Unicamente por
subunidades rdpidas (T449S), los cuales constituian un 32 % del total de los canales
presentes. La cinética de inactivacién de la otra mezcla se ajusté con una sola
exponencial; que corresponde a la suma de las funciones exponenciales que describen
el proceso para cada una de las cinco clases de canales multiplicada por la fraccion en
que se encuentra presente cada canal.

Existen tres alternativas de comportamiento de las subunidades en el proceso de
inactivacion tipo C en canales resultantes de la coinyeccion de dos mRNA:

i. Segregacion de las subunidades: Con anterioridad se habia demostrado que
subunidades con distintas mutaciones puntales (MacKinnon, 1991) o incluso con la
supresion del extremo amino terminal (Isacoff y col., 1990) se mezclan al azar para
formar canales heteroméricos, y por lo tanto es posible predecir las proporciones de
los canales formados segiin la distribucién binomial. A pesar de estas evidencias es
necesario descartar en nuestro caso la segregacion de subunidades.

Nuestros resultados rechazan que las subunidades no se mezclan. En el caso
que las subunidades no se mezclaran la prediccion para la coinyeccion es la suma de
corrientes ponderada por la proporcioén en que se inyectd cada subunidad. La cinética
de inactivacién que se predice diverge de los resultados experimentales. Nuestros datos

concuerdan, como ha sido observado para todos los casos estudiados, con una mezcla
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al azar de las subunidades del canal Shaker para formar canales tetrdmericos.

ii. Modificacion de una subunidad en forma independiente: En este caso basta
la modificacién conformacional de una de ellas para que se detenga el flujo i6nico,
pasando el canal al estado inactivado. Nuestros resultados tampoco se pueden explicar
con este modelo de inactivacioén tipo C. Este mecanismo podria haber descartado el
modelo propuesto por Yellen y col. (1994) en el cual la inactivacién de tipo C es una
constriccién de la boca externa del poro ya que esto supone la participaciéon de todas
las subunidades del canal.

Hodgkin y Huxley (1952) explicaron la dependencia del potencial de las
conductancias de Na* y de K* suponiendo que existian particulas cargadas que pasaban
de un estado no permisivo a uno permisivo. En el caso de la corriente de K* se
postularon cuatro particulas para el proceso de activacién (estos canales de K* no
tienen inactivacion). El desarrollo matemadtico del modelo de potencial de accién tiene
como supuesto que existen particulas cargadas que se mueven enire el estado
permisivo y no permisivo en forma independiente. Como consecuencia; la cinética de
activacién de la corriente de K* es proporcional a la cuarta potencia de una funcién
exponencial. Sin embargo la desactivacién es un proceso monoexponencial. Esto se
debe a que basta que una particula pase al estado no permisivo para que el canal deje
de conducir. Por lo tanto, un proceso con # particulas independientes, en que sélo se
necesita el cambio de estado de una de ellas, sigue una cinética monoexponencial.

En el caso del inactivacién de tipo N, se demostré que un sélo extremo amino
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terminal era capaz de bloquear el canal (MacKinnon y col., 1993). Se estudio la
relacion de la constante de tiempo de inactivacion con la fraccién de canales que se
inactivan, para distintas proporciones de mezclas de subunidades con bola de
inactivacién y subunidades sin bolas. En este caso se demostrd que la constante
cinética de inactivacién es proporcional al nimero de bolas que tiene el canal. Para un
modelo cinético

n ki

0] T I
kr

donde n es el mimero de bolas, ki la constante cinética de inactivacién del canal con
una bola y kr la constante cinética de recuperacién. Si la kr es despreciable respecto a
ki, la constante de tiempo de relajacién es inversamente proporcional al nimero de
bolas ( ti = 1/n ki).

En el caso de la inactivacién de tipo C podemos pensar en un modelo
equivalente, para una mezcla de subunidades que forman canales que se inactivan
completamente (donde kr ~ 0) con subunidades que forman canales que no lo hacen.
En este caso ti es inversamente proporcional al mimero de subunidades que se
inactivan, siendo posible predecir la constante de tiempo para cada clase de canal (ec.
4 en métodos). La cinética de inactivacion de la mezcla seria la suma de las cinéticas
de cada una de las clases de canales ponderada por la fraccién que se espera de cada

una de ellas (ec. 5 en métodos).

Nuestros resultados experimentales no concuerdan con la cinética de
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inactivacién que predice este modelo (ver figura 19), y por lo tanto podemos
descartarlo. La inactivacion (ie tipo C, a diferencia de la inactivacién de tipo N, no es
producida por el cambio conformacional de una sola subunidad.

iii. Modificacién de todas las subunidades: la tercera posibilidad, que no
podemos descartar con nuestros resultados, es que se requiera que todas las
subunidades lleguen a la conformacién inactivada para que el canal se inactive. En este
caso en que las cuatro subunidades participan en el proceso de inactivacion de tipo C
existen tres posibilidades: las subunidades son independientes entre ellas, las
subunidades actiian en forma cooperativa o las subunidades actuin en forma
concertada. Nuestros resultados no nos permiten distinguir enire estas tres
posibilidades.

En el caso de subunidades independientes la constante de tiempo de los canales
heterotetraméricos serfa igual o mayor que la constante de tiempo de una subunidad
lenta. Si pensamos en un caso extremo en el cual mezclamos subunidades de
inactivacion rdpida con subunidades que no se inactivan, todos los canales que tengan
al menos una subunidad no inactivante no podrian pasar al estado inactivado tipo C.

En un proceso de inactivacion cooperativo el paso de una subunidad al estado
inactivado facilitaria el cambio conformacional de las otras subunidades. En el caso de
cooperatividad perfecta, todas las subunidades pasan del estado abierto al estado
inactivado en forma concertada.

El estudio del comportamiento cinético de los canales obtenidos a partir de la




mezcla nos permite descartar la posibilidad de que s6lo una subunidad determine la
inactivacion del canal. Podemos proponer un proceso de inactivacion de tipo C en el
cual participan todas las subunidades del canal. Sin embargo, el estudio de una sola
clase de canal por separado permite un andlisis mds preciso del problema. Por esta

raz6n construimos dimeros de subunidades.

1.1.2. Dimeros de subunidades.

Los dimeros de subunidades al ensamblarse formarian canales con dos
subunidades de un tipo y dos de otra (Fig. 44A). Existen antecedentes que apoyan la
posibilidad de un ensamblaje de canales normales a partir de dimeros. El ensamblaje
de canales a partir de dimeros fue estudiado por Isacoff y col. (1990) demostrando que
es posible obtener canales de dimeros WT-WT de comportamiento silvestre y que no
importa el orden en que se ligan subunidades mutantes. Es decir, el comportamiento de
los canales ensamblados a partir de dimeros A-B es el mismo que para dimeros B-A.
Heginbothman y Mackinnon (1992) mostraron que la constante de afinidad por TEA
de un canal formado por cuatro subunidades es la misma que la de un canal formado
por dimeros de subunidades. Concluyendo que las interacciones del bloqueador con el
canal no fueron modificadas por el ensamblaje del dimero.

Sin embargo McCormack y col. (1992), describieron un caso en el cual el -
orden de las subunidades en el dimero modificaba las propiedades del canal que se

obtiene: el canal formado por dimeros A-B no se comporta como el canal formado por
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dimeros B-A. Se postulé que en algunos casos podria ocurrir ensamblaje de més de
dos dimeros, en el cual algunas subunidades estdn adyacentes al canal y no participan

en la formacién de la via de conduccién (Fig. 44).

B
Figura 44. Posibles formas de ensamblaje de un
dimero.
(4) Ensamblaje correcto de un dimero (O-@) en
un canal con cuatro subunidades. (B). Una de las
posibles forma de ensamblaje incorrecto del
dimero. Cuatro subunidades participan en la

formacién de la via de conduccién (<>) y otras 2
estdn adyacentes.

A

Con el fin de obtener una sola clase de canal con distintas subunidades
construimos dimeros. Se construyé el dimero con una subunidad silvestre (WT) y otra
T449Y, de modo que obtuvimos canales con dos subunidades WT y dos subunidades
T449Y. La constante de tiempo de este dimero es de 5200 ms siendo intermedia
respecto a la constante de tiempo del canal silvestre y la del canal T449Y. Se pudo
verificar, como se observé en las coinyecciones, que ninguna de las subunidades
determina la cinética de inactivacién del canal. En este caso en particular no es
posible discriminar entre un modelo de accién concertada, en el cual la contribucién a
la energia libre de la reaccion de cada subunidad es equivalente, o un modelo de
independencia en el cual la constantes de velocidad del dimero es la suma de las
constantes de las subunidades (ver anexo 2). El dimero con una subunidad T449S y
otra T449Y también fue construido, aunque no logramos obtener registros de corriente

i6nica.
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En el caso del dimero WT- T449Y no fue posible verificar el efecto de alternar
el orden de las subunidades, ya que el dimero de orden inverso, T449Y-WT, no
expresé corriente idnica. Construimos entonces, los dimeros WT-T449C y T449C-
WT, obteniendo valores para la constante de tiempo de inactivacion muy similares
entre ellos. En este caso las cinéticas de inactivacion del canal formado Unicamente por
subunidades T449C fue ajustada con dos constantes de tiempo, en tanto la cinética de
los dimeros se ajustaron con una sola constante de tiempo que resultd ser a su vez
similar a la del canal silvestre. Este resultado es opuesto al obtenido con el otro dimero
y con las coinyecciones, que indican que la cinética de inactivaciéon del canal no es
determinada por ninguna de las subunidades. Los reemplazos con cisteinas podrian
tener un efecto secundario producto de la capacidad de formar puentes disulfuros de
estos amino 4cidos. Quizds la cinética del canal homotetramerico T449C, que fue
ajustada con dos exponenciales, esté afectada por una proporcién de canales con
puentes disulfuros. En el caso del dimero s6lo estin presente dos cisteinas, que
podrian quedar en oposicion dentro del canal, y que podriamos pensar, no forman
puentes disulfuros. Esta podria ser la razén de que el dimero se comporte como un
canal silvestre a pesar que el canal homotetrimerico presente una cinética de

inactivacion que no es como la del canal silvestre.
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1.1.3. Todas las subunidades participan en forma cooperativa en la inactivacion

de tipo C.

Durante el desarrollo de esta primera parte de la tesis aparecieron dos trabajos
en la literatura que, usando las mismas aproximaciones experimentales, postularon que
la inactivaci6n de tipo C es un proceso cooperativo. Los resultados mostrados en estos
trabajos descartan, como lo indican nuestros resultados, que una sola subunidad
determine el proceso de inactivacién. En el primero de los trabajos se estudiaron las
cinéticas de inactivacién de canales resultantes de la coinyeccién de subunidades
silvestre y mutante A413V del canal Ky 1.3 (Panyi y col., 1995). Demostraron que la
suposicién de un modelo cooperativo permite describir los resultados experimentales. .
En el modelo cooperativo o concertado la energia libre de la transicion al estado
inactivado del canal es la suma de la energia libre de cada subunidad (ver anexo 2).
Por otra parte, Oglieska y col. (1995) confirmaron el mecanismo concertado usando un
dimero de subunidades.

La unién del TEA al canal en estado abierto es cooperativa y todas las
subunidades interactian con el bloqueador (Heginbotham y MacKinnon, 1992,
Kavanaugh y col., 1992) apoyando la idea de simetria en la boca del poro. Al pasar al
estado inactivado el canal sufriria un proceso que involucra la modificacion
conformacional de todas las subunidades en forma cooperativa.

La participacion de las subunidades en forma concertada indica que el proceso

de inactivacion involucra un cambio conformacional del canal y no de una sola
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subunidad. En el modelo extremo de inactivacién de tipo C por constriccion se supuso
la participacién de las cuatro subunidades, aunque no se conoce €l nimero de residuos
de cisteina que participan en la coordinacién del cadmio.

En el caso del modelo de cambio de permeabilidad del estado inactivado se
podria pensar que el cambio en la posicién de un amino 4cido modificaria en forma
driamatica la selectividad del canal. Conociendo los resultados aqui presentados y los .
de la literatura, que muestran la participacién concertada de todas las subunidades del
canal en la inactivacién, el cambio en la permeabilidad pareceria ser el resultado de un

cambio en la posicién de al menos una region de las cuatro subunidades.

1.2. Interacciones de aminodcidos en el proceso de inactivacion de tipo C.

El proceso de inactivacién de tipo C fue descrito en términos del efecto de ~

mutantes puntuales sobre su cinética, estudidndose en partiéular el efecto de las
mutaciones en el residuo de la posicién 449. Otro aminoicido involucrado en el
proceso de inactivacion de tipo C es el dcido aspartico 447, que al ser mutado a icido _
glutdmico (D447E) genera un capal con una inactivacién tan rdpida como Ila
inactivacion de tipo N. Intentamos dilucidar si los efectos de las mutaciones en estas
dos posiciones son independientes o existe una interaccion entre ellos. Estudiamos la
cinética de inactivacién del canal D447E con una segunda mutacién en el residuo 449.
En la segunda mutacion se reemplazé la treonina 449 por aminodcidos que

enlententecen la inactivacion, es decir histidina, valina y tirosina (ver figura 6).




124

La recuperacién de una funcién que se ha perdido por efecto de una mutacién,
con un segundo cambio en la secuencia primaria es un método utilizado para
identificar pares de residuos que interactian en una proteina. Esta aproximacién se '
conoce como supresion intragénica. Un ejemplo del uso de esta metodologia es la
recuperacion de la expresién de canal Shaker que se ha perdido como consecuencia de
una mutacién tnica en el segmento S4, con una segunda mutacién en el segmento S2 o
S3. Con estos mutantes dobles se establecio la interaccion de aminoécidos con carga
positiva ubicados en el segmento transmembranal S4 con aminodcidos de carga
negativa de los segmentos transmembranales S2 y S3 (se explica con mayor detalle en
la seccion 2.3 de la introduccién). En el caso descrito anteriormente, la neutralizacion
de una carga positiva del S4 es compensada con la neutralizacién de la carga negativa
(S2 o S3) con la cual interactuaba, lo que permite la expresién funcional del canal.

En nuestro caso logramos obtener un canal de comportamiento silvestre cuando
hicimos la doble mutacién D447E T449Y; sin embargo en los otros dos casos, D447E
T449V y D447E T449H la recuperacidn fue parcial o nula, respectivamente. Los
efectos de estas mutaciones no son aditivas, es decir no basta tener un amino 4cido en
posicion 447 que determine un canal de inactivacion rdpida (D447E) y un amino acido
en posicion 449 que determine un canal de inactivacién lenta (T449Y, T449V o
T449H) para obtener un canal normal. La naturaleza quimica del amino &4cido en
posicién 449 afecta el proceso de inactivacion. Esto indica que existe una interaccion,

ya sea directa o indirecta, entre los residuos ubicados en las posiciones mutadas y que




125 .

esta interaccién es importante para el proceso de inactivacion de tipo C.

Puesto que estos dos residuos son cercanos y que se ha relacionado la posicién
449 con el efecto de los iones externos en la inactivacion de tipo C, se puede plantear
que ellos forman parte de un sitio de unién de K*. Los distintos efectos obtenidos, a
pesar de tener siempre un amino 4cido que determina un cinética de inactivacién lenta
en la posicién 449, podrian explicarse si ellos forman parte de un sitio capaz de
coordinar un ion potasio. Es muy probable que las distancias moleculares asi como la
naturaleza quimica de los aminoécidos resulten fundamentales para la interaccién sitio-
ion.

La localizacién precisa de los sitios de uni6n a iones en la via de conduccién no
ha sido posible, aunque existen varios antecedentes. En el canal cerrado existe un sitio
de unién de Ba** que se localiza en el 25 % del campo eléctrico (6=0,25) formado en
parte por el residuo 447 (Hurst y col., 1996). La participacién del amino icido 447 en
la uni6n del Ba®* apoya la idea que este residuo forma parte de un sitio de unién que
seria afectado por nuestras dobles mutaciones.

Por otra parte, Baukrowitz y Yellen (1995) estudiaron el efecto que tiene el
flujo de potasio a través del poro en la inactivacion de tipo C. Ellos observaron que
cuando el canal tiene inactivacion de tipo N y estimula con pulsos despolarizantes
repetidos se produce acumulacién de la inactivacién de tipo C. Esta acumulacién
ocurre en canales sin bola de inactivacién solamente en un medio sin potasio externo.

La conclusién obtenida de estos resultados es que existiria un sitio en el poro del canal
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que debe vaciarse para que el canal se inactive tipo C. Si la bola bloquea el flujo de
iones potasio el sitio se vacia y el canal entra al estado inactivado tipo C, enlenteciendo
ademds la recuperacion. 'fodos estos resultados fueron analizados pensando que la
boca externa del canal se colapsa y que por lo tanto el sitio debe vaciarse para que el
colapso ocurra. Posteriormente los mismos autores (Baukrowitz y Yellen, 1996) '
describieron un sitio de potasio modulador de este proceso con una constante de
disociacién de 2 mM y que se localizaria en el 50% del campo eléctrico (6=0,5). El
Na* tiene poco efecto sobre la inactivacién de tipo C, por lo que se propuso que el
sitio de unién para K* estaba en la via de conduccion del canal. La modificacién de la
cinética de inactivacién en nuestros mutantes dobles podria interpretarse en términos
de un cambio en la afinidad del K* por su sitio. Este cambio en la afinidad podria a su
vez determinar la velocidad en el cambio de permeabilidad que ocurriria durante la
inactivacion de tipo C.

En un principio se pensé que el sitio de K* modulador de la inactivacién de -
tipo C podia ser el mismo que el sitio de TEA (Ldépez-Barneo y col., 1993). Los
efectos de las mutaciones en el residuo 449 (que conforman el sitio de TEA) modifican
el efecto de la concentracién de K* externa en la cinética de inactivacién. Sin
embargo, recientemente Molina y col., (1997) propusieron que el sitio de K* es més
interno que el sitio de TEA, que se localiza en el 20 % del campo eléctrico. Como
consecuencia de esto el residuo 449 no formaria parte de el sitio de unién de K*, pero

si podria afectar la accesibilidad del ion a su sitio.
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Otro caso de interaccién entre residuos importantes para la inactivacién fue .
descrito por Ogielska y col. (1995), en que mostraron la interaccién del residuo 449
con el residuo 463, que se ubica en el segmento transmembranal S6. Esta interaccion
ocurre incluso entre residuos de subunidades distintas, y puesto que el segmento S6
formaria parte de la via de conduccién (Shieh'y Kirsch, 1994) se postulé que estos
residuos estarfan afectando indirectamente la ocupacion ionica de la via de conduccién.
Es posible entonces que los cambios en los residuos 447 y 449 afecten la via de acceso
del potasio a su sitio, modificando la barrera energética que debe superar este ion y no
el sitio de unién directamente. Los cambios en la velocidad de inactivacién serian el
reflejo de cambios en la velocidad de entrada y salida del potasio, modificindose la

probabilidad de que el sitio se vacié y el canal se inactive.

1.3. Accesibilidad de la boca externa del poro del canal durante el estado

inactivado tipo C.

Como fue demostrado en esta tesis y en los trabajos de Panyi y col. (1995) y
Ogielska y col. (1995), el proceso de inactivacién de tipo C involucra la participacién
todas las subunidades. Esto concuerda con el aumento de afinidad por el cadmio del
canal mutante T449C cuando pasa del estado abierto al estado inactivado tipo C.
(Yellen y col.,1994), asi como con los resultados de modificacion de la cinética de

inactivacion de tipo C por TEA externo (Choi y col., 1991; Lépez-Barneo y col.,

1993). Estos antecedentes fueron expuestos con mayor detalle en la introduccién y en
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la seccién 1 de la discusion. Los antecedentes aportados por estos trabajos no
indicaron la extension del reordenamiento de la boca externa del canal, ya que en
ambos casos se modific sélo el residuo en posicion 449. El primer indicio de que el
cambio ocurre en gran parte del vestibulo externo del poro fueron los cambios en la
accesibilidad de varios residuos que ocurre cuando el canal se inactiva, estudiado por

Liu y col. (1996). Recientemente, Molina y col. (1997) propusieron que el sitio de

TEA es distinto al sitio de K* modulador de la inactivacién de tipo C, y que el cambio -

estructural que ocurre cuando el canal pasa desde el estado abierto al estado inactivado
tipo C seria en un sitio muy restringido. Los antecedentes antes mencionados, y el
hecho que mutaciones en zonas del canal como el segmento transmembranal S6 afecten
la inactivacién, asi como nuestros experimentos de accesibilidad del Ba**, parecen
descartar la posibilidad de una reestructuracion restringida. Los resultados de la unién
de Ba** al canal en estado inactivado indican que este ion se une a un sitio que
resultaria de la modificacion de los dos sitios presentes en el canal cerrado y que la
barrera energética que debe superar el Ba** para alcanzar su sitio se ubica fuera del
campo eléctrico (ver seccién 1.3.2).

Los resultados de Starkus y col. (1997) que muestran que los canales
inactivados son capaces de conducir Na* y Li* en ausencia de K*, no descartan que
ocurra la constriccion del poro del canal. Sin embargo, la aparicién de un estado
inactivado que no permite el flujo de iones K*, tiene un origen distinto. En el modelo

de la constriccion, la via de conduccién o parte de ella colapsa impidiendo el flujo
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iénico en forma mecdnica. En el caso del modelo de cambio de permeabilidad la
detencién del flujo i6nico seria el resultado de la pérdida de permeabilidad del canal al
K*, y modificacién de la permeabilidad al Na* y al Li*. Nuestros resultados de
bloqueo del estado inactivado por Ba** nos indican que la constriccién ocurre aunque
no es completa, puesto que el Ba** alcanza lentamente su sitio. Es posible que la
constriccién del poro vaya acompafiada de un cambio en la selectividad puesto que la

ubicacién de los amino 4cidos que forman el filtro de selectividad se modificaria.

1.3.1. El Ba** puede unirse a un sitio en el canal inactivado.

Estudiamos la accesibilidad del Ba?* al poro del canal en estado inactivado tipo
C para determinar si la constriccién del vestibulo externo impide el acceso de este ion
y qué tan extenso es el reordenamiento. Puesto que la inactivacion del canal Shaker es
incompleta, luego de despolarizar la membrana, el Ba’* aplicado externamente podria
unirse a al estado abierto y al estado inactivado. Demostramos que el bario es capaz de
acceder al canal inactivado, en una reaccién bimolecular, es decir un Ba’* se uniria a
un sitio inico. Durante el desarrollo de esta tesis, Levy y Deutsh (1996b) demostraron
que el estado inactivado tipo C del canal Kv1.3 es accesible para el K* externo, y sus
resultados concuerdan con un modelo de unién y disociacién muy lenta del K* a su
sitio. En el caso del canal Kv1.3 el potasio externo se une a un sitio que se ubica en el
30 % del campo eléctrico, y desestabiliza el estado inactivado. En nuestro caso la

formacion del complejo canal inactivado-Ba®* es irreversible, al menos en los perfodos
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de tiempo estudiados.

Dado que el K* (r = 1.33 A) tiene el mismo radio i6nico que el Ba®* (r = 1.35
A) podriamos pensar que estos dos iones acceden al mismo sitio en el canal inactivado
y que la diferencia en la capacidad de disociarse se explica porque el bario tiene una
valencia +2 (lo que hace la unidn irreversible) y el potasio s6lo +1. La constante de
asociacién obtenida de nuestros datos para Ba** es de 0,14 M s, lo que considerando
una frecuencia vibracional promedio para una reaccién bimolecular de 10" M?! s*
(Moore 1972), nos permite estimar una barrera de energia para el proceso de entrada
de 16.2 Kcal/mol a partir de la ecuacion

AG¥, = -RT In (k,./$) (ec. 11)
donde AG*  es la energia de activacién de entrada, R es la constante universal de los
gases, T la temperatura en grados Kelvin, k,, es la constante de asociacién y ¢ la
frecuencia vibracional. El Ba** debe sobrepasar esta barrera de energia para acceder a
su sitio donde queda atrapado. Posiblemente €l pozo de energia en el se ubica el sitio
de unién a Ba®* es muy profundo, siendo muy grande la diferencia de energia entre el
pozo y el miximo de la barrera. Puesto que luego de 15 min de lavado no observamos
decaimiento en la fraccién de canales bloqueados, podemos decir que el toff >> 15
min y k,;y << 1.1 - 10® s!. Luego la constante de disociacién del Ba’* al estado
inactivado (Kd) es menor que 7.9 - 10® M. La energia de activacién de salida seria
mayor que 21.5 Kcal/mol, suponiendo una energia de vibraciones de 6,6 - 10" (s™)

(Fig. 45). La barrera de energia se localizaria fuera del campo eléctrico, ya que la
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constante de asociacién es independiente del potencial.

AG*;;=16. 2 Kcal /mol AG*off>>21.5 Keal /mol
Medio 7
externo /
Sitio de unién
de Ba**

Figura 45. Diagrama de epergia de la
unién del Ba** al estado inactivado.

A partir de la constante k, pudimos
calcular un AG*,, de 16.2 Kcal/mol. El

AG*; debe ser mayor que 21.5

Kcal/mol, puesto que en 15 min de °

lavado no observamos salida del Ba**
desde su sitio. El miximo de la barrera
de energia se ubica fuera del campo
eléctrico.

1.3.2. Modelo de unién de Ba** al estado inactivado tipo C.

El proceso de unién al estado inactivado tipo C es un proceso irreversible y sin

embargo existe siempre una fraccion de corriente no bloqueada. Como se explicé en la

secciOn de resultado una forma de entender esta contradiccion es considerar el

siguiente esquema cinético, teniendo en cuenta que la medicién del bloqueo se hace

luego de repolarizar la membrana a -100 mV y por lo tanto de llevar a los canales al

estado cerrado:

i.- entrada a 0 mV:

Ko

inactivado + Ba** — inactivado -Ba**




ii.- salidaa -100 mV

complejo cerrado-Ba** 14bil
inactivado -Ba** <:

complejo cerrado -Ba** estable

Un esquema se muestra en al figura 46. Etapa i: la constriccion de la boca
externa del poro hace muy dificil el paso de Ba’*, sin embargo este cambio
conformacional no lo impide, uniéndose el bloqueador a un sitio. Etapa ii: cuando se
repolariza la membrana el equilibrio se desplaza a la derecha, y como se mostro
experimentalmente (Fig. 23), una fraccién del Ba** deja el canal muy répidamente y
otra lo hace siguiendo la cinética de salida del componente lento de los canales

cerrados (Hurst y col., 1995). El modelo predice que la ocupacion del sitio en el canal

inactivado serd completa y que la constante de tiempo del bloqueo decrece a medida

que aumenta la concentracién del Ba** (Fig. 27). Sin embargo, luego de la
repolarizacién, el modelo predice dos componentes de salida. Puesto que
experimentalmente es necesario repolarizar la membrana a -100 mV, para estudiar el
bloqueo de los canales inactivados, la de entrada del Ba®>* al sitio es descrita por una
exponencial méds una corriente residual aparente. Esta fraccién que no se bloquea
corresponde a la fraccién de Ba**que pasa al sitio 14bil, y que se lava instantdneamente
al repolarizar.

La contante de disociacién del Ba?* al canal en estado cerrado es 9 - 10° M. El

cambio conformacional al estado inactivado produce un aumento de la afinidad del .

canal por el Ba**, ya que la Kd en este caso es mucho menor que 7.9 - 10° M. Este
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aumento en la afinidad del canal por el bario ocurre también para el K*, ya que su
entrada y salida al canal inactivado es muy lenta. Para que el Ba**no pase hacia el lado
intracelular debe existir una segunda barrera de energia que lo impida. Los estudios de
conductancia de Na* en el estado inactivado revelaron que el potasio aplicado
externamente la bloquea (Starkus y col., 1997). Es posible que exista un sitio de
potasio de muy alta afinidad y que su ocupacién impida el flujo de Na*. Este K*
podria también obstruir la salida del Ba** hacia la soluci6n intracelular.

' El sitio estable de unién a Ba** en el canal cerrado se localiza en el 25 % del
campo eléctrico (distancia eléctrica aparente 6 = 0,25) (Hurst y col., 1995) y el 4cido
aspartico 447 formaria parte o estaria en las vecindades de este sitio (Hurst y col.,
1996). El Ba’* podria estar entonces estar uniéndose fuertemente al filtro de
selectividad del canal, del cual el residuo 447 forma parte. Este filtro ha sido ubicado a
0,5 nm de la solucién extracelular (Ranganathan y col., 1996). Si no sélo la barrera
para la entrada del Ba** se movié fuera del campo eléctrico, sino que también lo hizo
el sitio, esto significaria un cambio de posicién de al menos 0,5 nm.

Nuestros resultado, asi como la unién de potasio al estado inactivado tipo C
(Levy y Deutsh, 1996b), se oponen a la idea de un colapso total de la boca. Por otra -
parte, los resultados de cambio de la permeabilidad del canal en estado inactivado tipo
C nos mostraron que el potasio no puede pasar a través del canal pero si lo hacen iones

mds pequefios como el Na* o Li*. Tomando todos estos antecedentes podemos pensar

que ocurre una aproximacién de las subunidades, la cual Ileva a un reordenamiento de




complejo cerrado-Ba labil

o, e

o,

; Yo,
6/7?‘90/6
complejo inactivado-Ba g

o
T
'

/\

complejo cerrado-Ba estable

134

Figura 46. Esquema que ilustra el
cambio conformacional en el poro
del canal ShakerH4 A6-46 cuando
entra al estado inactivado tipo C.

El Ba** se une a su sitio en el
estado inactivado (a 0 mV) y mide
la fraccion de canales bloqueados
luego de repolarizar la membrana
(a -100 mV). Al repolarizar el
Ba®** se distribuye entre los dos
sitios presentes en el canal cerrado:
un sitio libil, desde donde sale
rdpidamente, y un sitio estable ,
desde donde se libera lentamente.
En nuestros experimentos sdlo
podemos discriminar la salida
desde el complejo cerrado-Ba**.

los residuos del poro, lo que a su vez altera la permeabilidad del canal. Sin embargo,

jones que no son permeable en el estado inactivado, como el K¥ y Ba** pueden

acceder a un sitio en un proceso muy lento. Al parecer las barreras energéticas de

acceso al poro del canal de los iones de mayor tamafio (K* y Ba**) se han modificado

dificultando la entrada y salida, en tanto que las barreras para los iones de menor

tamafio (Na* y Li* ) no impiden su paso a través del canal.

2. Interacciones entre dominios de la proteina durante la inactivacioén tipo C.

La inactivacion tipo C conlleva un reordenamiento de la boca externa del canal

como fue discutido en la seccién anterior, y por lo tanto podrian modificarse las

interacciones entre los distintos dominios de la proteina. Este tema fue abordado por
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Olcese y col. (1997) estudiando la dependencia del potencial del movimiento de las
cargas de compuerta. El movimiento de las cargas entre el estado cerrado y el estado
abierto ha sido asociado a un movimiento del sensor del potencial, modificindose la
exposicién al medio interno y externo de los aminodcidos que lo conforman (Larsson y
col., 1996). Cuando los canales se inactivan es posible registrar el retorno del sensor
de potencial desde el estado inactivado al estado cerrado. Olcese y col. (1997)
describieron una diferencia en la dependencia del potencial del movimiento de las
cargas de compuerta al comparar canales que se activan y canales que se recuperan de
la inactivacion tipo C. La aparicién y desaparicién de esta nueva dependencia del
potencial, que seria el reflejo de un cambio conformacional del sensor (ver anexo 3),
se correlaciona temporalmente con el establecimiento y la recuperacion de la
inactivacién tipo C, respectivamente. Este resultado indica que el cambio
conformacional que sufre el sensor de potencial ocurre en el marco del proceso de
inactivacién de tipo C, y podria deberse a un cambio en las interacciones entre
dominios de la proteina. Por ejemplo entfe el poro del canal, que modifica su
estructura durante la inactivacién, y el sensor de potencial. Esto puede ejemplificarse
con un cambio de potencial de 0 mV a -60 mV, con el cual se moviliza un 90 % de la
carga total cuando los canales estdn abiertos (curva con Hp = -90 mV), y s6lo un 10%
cuando los canales estdn inactivados (curva Hp = 0 mV) (Figura 32). Esto nos indica
que necesitamos aplicar un mayor potencial eléctrico para volver el sensor al estado

cerrado cuando estd en la conformacién que se relaciona con el estado inactivado. En
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el anexo 3 se analiza la relacion entre un corrimiento en la curva Q(V) y la energia
configuracional del canal para un modelo de dos estados. Es importante recalcar que la
carga méixima que se moviliza en ambos casos es la misma y por lo tanto podemos
comparar los dos procesos.

Estos resultados llevaron a proponer que existe una via de movimiento de carga
distinta a la que se sigue cuando los canales pasan de los estados cerrados al abierto, y

seria una via entre estados inactivados:

despolarizacién
—_
‘___—_

hiperpolarizacién

Cl —=C2 —2C3 —2C4 —Cs5

W

> C
Il e B U Is—

I6;

63

Q (R-10)

&
<

Las cargas se moverian sélo en las transiciones horizontales, siendo las transiciones
verticales independientes del potencial. En respuesta a un potencial depolarizante la
carga se mueve hacia la derecha, es decir hacia el estado abierto (O) o el estado I8, en
tanto que en respuesta a un potencial hiperpolarizante se mueve a la izquierda, hacia
los estados C1 o I1. La transicién desde un estado cerrado a un estado inactivado
(flechas verticales) es independiente del potencial pero resulta mds favorable a medida
que el canal se aproxima al estado abierto. Si esta segunda ruta para el movimiento de
las cargas no existiera se esperaria la misma dependencia del potencial de las curvas
Q(V) cuando se va del estado cerrado al abierto que cuando se vuelve desde el

inactivado al cerrado.
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2.1. El bario estabiliza el sensor de potencial en el estado inactivado

Puesto que el Ba** es capaz de unirse a un sitio en el canal inactivado y formar
un complejo muy estable, el Ba** podria estabilizar la conformacién del sensor de
potencial en este estado. Al comparar las curvas Q(V) cuando los canales van desde el
estado cerrado al abierto (Hp = -90 mV) con la de canales que van desde el estado
inactivado al cerrado (Hp = 0 mV), en presencia de Ba’**, observamos que este
bloqueador sdlo tiene efecto en el segundo caso. El corrimiento a potenciales maés
negativos de Ia curva Q(V) en presencia de Ba** respecto al control en Ca**, para un
Hp de 0 mV, nos revela una estabilizacion del sensor de potencial inducida por el
bloqueador. Para mover el 20% de la carga en Ca** se aplica un potencial de -60 mV,
en tanto que en Ba** se debe aplicar un potencial de -90 mV. Esto nos indica que
existiria una tercera via por donde puede moverse la carga de compuerta, que estaria

conformada por los estados inactivados con Ba**

unido, paralela a las dos vias ya
propuestas.

Los resultados obtenidos en el canal ShakerH4 A6-46 W434F no conductor y el
canal ShakerH4 A6-46 conductor son cualitativamente los mismos, sin embargo hay
que destacar que la curva de Hp = 0 mV en Ca’** esta mds desplazada a potenciales
hiperpolarizantes en el canal silvestre. En el caso de la curva en presencia de Ba®* no
hay diferencia notable. Esto aparece como un efecto menor del bario sobre los canales

inactivados para el canal conductor al comparar los corrimientos de las curvas Hp = 0

mV en Ca** y Ba>* (ver tabla 1).
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Los estudios del bloqueo de las corrientes macroscopicas por Ba?* se
efectuaron con concentraciones mucho més elevadas que el estudio de las corrientes de
compuerta. La unién del Ba** al canal es irreversible y por lo tanto no podemos hablar
de una constante de disociacién, pero no esperamos observar bloqueo con 2 mM Ba?*
(concentracién usada para el registro de corrientes de compuerta) sino en periodos muy
largos. Esta diferencia en la sensibilidad podria deberse a que el efecto en las
corrientes de compuerta es mediado por un sitio de unién distinto al del bloqueo de la
corriente macroscopica.

Del ajuste de los datos a la suma de dos distribuciones de Boltzmann se
obtuvieron los pardmetros V medio (ver Tabla 1), suponiendo que la carga movilizada
es la misma en todas las condiciones. Los resultados de los ajustes muestran que el
Ba?* afectarfa principalmente al componente que moviliza menor carga (V). Para los
canales inactivados (Hp=0 mV) los valores de V, y V, en Ba** son m4s negativos que
en Ca**. En el caso de los canales cerrados (Hp=-90 mV) los valores de V, y V, no
son modificados por el Ba** externo. Otra modificacién que se observa en presencia
de Ba?* es el cambio en las proporciones que cada uno de los componentes de carga
presenta, es decir Q. En el caso de los canales con Ba** la proporcién mayoritaria la
presenta el componente de menor carga y de V medio mas negativo.

La interpretacion de estos dos componentes de la curva Q(V) ha sido Ia
existencia de dos etapas dentro del movimiento de cargas (Bezanilla y col., 1994). La

primera de ella ocurriria entre los estados cerrados mds profundos a potenciales més
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negativos en un proceso rapido. La segunda etapa seria el movimiento de carga entre
estado cerrados mdis cercanos al abierto que ocurriria en un proceso lenta y a
potenciales mds positivos. En estos términos, nuestros resultados indicarian que la
energfa conformacional de ambas etapas ha sido modificada por Ba**, ya que cambian
ambos V medios. Hoy en dia la interpretacion de las dos distribuciones de Boltzmann,
es controversial, puesto que estudios de la corriente de compuerta en presencia del ion
permeante no presentan dos etapas en su cinética (Chen y col., 1997).

La diferencia entre las cinéticas de las corrientes de compuerta con o sin un ion
permeable en el medio ha sido interpretada de dos formas. La primera posibilidad es
que la transicion entre el ultimo estado cerrado y el estado abierto sea mas rapida
cuando el canal tiene K* en la via de conduccién. La segunda explicacién es que el
componente lento de la cinética off de las corrientes de compuerta sea el reflejo de las
primeras transiciones al estado inactivado tipo C. La unién del Ba** al estado cerrado
modifica la cinética de la corriente off de compuerta (anexo 1, figura 47), como si
evitase que el canal comenzara la transicién al estado inactivado. Sin embargo el Ba**
no modifica la posicién de la curva Q(V). Como fue descrito por Olcese y col. (1997)
y comprobado en esta tesis, cuando los canales estdn inactivados se observa un
corrimiento en la posicién de la curva de cargas en el eje del potencial. Si el
componente lento fuese producto de que la transicion F— O fuese una etapa limitante

en el retorno de las cargas de compuerta, esperariamos que al aplicar Ba®* a canales

inactivados la curva Q(V) presentara la misma posicién que la de canales cerrado con
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Ba’*. Nosotros mostramos que esto no ocurre y por lo tanto podriamos descarta la

segunda explicacién del efecto de los iones en la cinética de las corrientes de

compuerta.

2.2. El sitio de Ba** en el canal inactivado podria ser el mismo sitio que en el canal

cerrado. /

A través del estudio de las modificaciones de la cinética de las corrientes de
compuerta en presencia de Ba?*, Hurst y col. (1996) propusieron que el residuo 447
podria formar parte del sitio de unién del canal cerrado. En condiciones controles, es
decir en presencia de Ca’*, el retorno de las cargas de compuerta tiene dos fases, una
rdpida y una lenta, manifestdndose la segunda solamente cuando el pulso de potencial
es mayor que -40 mV. Cuando el canal cerrado une Ba?*, la cinética de retorno de la
carga no cambia con el potencial, observindose sélo la fase rdpida (ver figura 30). Al
mutar el residuo 447, que en el canal silvestre es ocupado por un 4cido aspdrtico a una
asparagina, se obtuvo un canal en el cual el bario no tiene ningin efecto, es decir estin
presentes las dos fases en la cinética de retorno de las cargas de compuerta. No es
extrafio pensar en este amino dcido como parte del sitio de unién de Ba®* al canal
cerrado, puesto que este residuo forma parte del filtro de selectividad del canal. El
filtro de selectividad podria ser alcanzado desde el lado extracelular atn cuando el
canal esta cerrado, ya que la puerta o “gate” del canal se ubica hacia el lado

intracelular (Armstrong y Taylor, 1980). Se propuso que este sitio corresponderia al
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sitio estable descrito a partir de las corrientes macroscdpicas, cuya localizacién en el
campo eléctrico es a una distancia eléctrica de 25%.

Los experimentos realizados en este mutante con Ba’* externo en canales
inactivados nos permiten pensar que el sifio de union en este estado seria el mismo que
en el canal cerrado. El efecto del Ba** externo sobre los canales inactivados es el
corrimiento a potenciales negativos de la curva Q(V). En el mutante D447N este
corrimiento no se observa (ver figura 38), indicindonos que el Ba®* posiblemente no
se unid a este canal en estado inactivado asi como no es capaz de unirse al canal en
estado cerrado.

Nuestros resultados del efecto del Ba®* a nivel de las corrientes macroscépicas,
nos indicaron que posiblemente una fraccién bario sale desde el segundo sitio en el
canal cerrado, independiente de si se uni al estado cerrado o al estado inactivado. El
resultado del estudio de las corrientes de compuertas q;Je indica que el aminoacido
447 participa tanto en la unién del Ba** al canal cerrado como en la unién al canal
inactivado, concuerda con el modelo planteado en la figura 45.

Sin embargo, como se menciond anteriormente, pensamos que los efectos de
Ba’* a nivel de corriente macroscopica y de corriente de compuerta son el resultado de
la unién a diferentes sitios. Hay que destacar que la curva control de los canales
inactivados, es decir en Ca’* con un Hp = 0 mV, es muy similar a la curva de los

canales inactivados con Ba?* del mutante W434F (comparar figuras 32 y 38). Esto

podria ser interpretado como que en el mutante D447N el Ba** no produce un
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corrimiento a potenciales mds negativos por que el sensor esta ya estabilizado al
méiximo en presencia de calcio, y la unién del bario no puede aumentar esta
estabilidad. Puesto que este mutante no conduce no es posible verificar la unién del
bario al canal en estado inmactivado, y por lo tanto no podemos descartar esta
posibilidad, aunque los antecedentes de unién al estado cerrado y nuestros propios
resultados de bloqueo del estado inactivado nos hacen pensar que con esta mutacién
hemos alterado las inmediaciones o el sitio de unién del Ba**.

El ajuste de los élatos de las curvas Q(V) (ver tabla 1) indica que el Ba** tendria
un pequefio efecto. En este mutante ambos componentes, V1 y V2, son modificados,
observindose un pequefio corrimiento a potenciales mas negativos. No se observa un

cambio de la proporcion de los dos componentes.

3. La inactivacioén tipo C es un solo proceso molecular?

La inactivacion lenta, llamada de tipo C, fue descrita en un principio como un
tipo de inactivacion que era afectada por la mutacion del residuo 463 en el segmento
transmembrana S6 (Hoshi y col., 1991). Luego se determiné que mutaciones en la
region del poro, en particular en el residuo en posicion 449 afectan la cinética de
inactivacién (L6pez-Barneo y col., 1993). Un caso muy particular entre los mutantes

de la regién del poro lo constituye el mutante ShakerH4 A6-46 W434F, que produce

un canal no conductor (Perozo y col., 1993). Se ha postulado que este mutante sufre

un proceso de inactivacion extremadamente rdpido, registrindose en parches de
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membranas unas pocas aperturas de canales unicos (probabilidad de apertura < 10%)
(Yang y col., 1997). Probablemente la mayoria de los canales pasen directamente a un
estado inactivado desde un estado cerrado.

El corrimiento de la curva Q(V) al comparar canales que estaban en Hp = -90
mV con canales que estaban en Hp = 0 mV para ShakerH4 A6-46 ha sido explicado
por distintas posiciones del sensor de potencial respecto al campo eléctrico. Las cargas
de compuerta se moverian por distintas vias cuando el canal estd en estado cerrado o
en estado inactivado tipo C (ver introduccién seccién 3.2.4). Resulta muy dificil
entender que en el caso de W434F, un canal que esta practicamente todo el tiempo en '
estado inactivado tipo C, exista también este corrimiento. Esperariamos que la curva
Q(V) de este canal, para cualquier potencial de mantencion, estuviese en la posicién
correspondiente al movimiento de cargas por la via de los estados inactivados.

Una posible explicacién para esta paradoja seria la existencia de dos tipos de
inactivacion de tipo C: la inactivacion tipo P y inactivacién tipo S6. La primera
relacionada a los efectos de las mutaciones en el poro y la segunda relacionada a los
efectos de las mutaciones en el segmento S6. De Biasi y col. (1993) propusieron la
existencia de la inactivacion de tipo P (ver la introduccién seccién 3.2.1), y llamaron
la atencién sobre una posible confusion de fendmenos. Si el canal W434F estuviese
constantemente inactivado tipo P, la inactivacién tipo S6 podria dar cuenta del
corrimiento en la curva Q(V).

Analizando el corrimiento de la curva Q(V) con Hp = 0 mV respecto a la
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curva con Hp = -90 mV en mutantes del canal Shaker intentamos diferenciar estos dos

posibles tipos de inactivacion.

3.1. Mutantes que no se inactivan presentan un corrimiento en la curva Q(V).

La comparacion de la dependencia del potencial del movimiento de las cargas
de compuerta podria permitirnos discriminar entre los dos tipos de inactivacion si es
que ellos existen. El corrimiento de la curva Q(V) a potenciales negativos cuando se
mide el retorno del sensor desde el estado inactivado en relacién a la curva que se
mide el movimiento desde el estado cerrado fue correlacionado con el proceso de
inactivacioén (Olcese y col., 1997). Para explicar el hecho que el corrimiento también
ocurre en W434F, el cual entraria instantineamente en el estado inactivado al
despolarizar la membrana, se propuso que este mutante sufriria la inactivacién de tipo
S6. El proceso afectado por la mutacion seria la inactivacion de tipo P. De este modo
el corrimiento de la curva Q(V) se relacionaria con la inactivacién de tipo S6.

Un mutante puntual de la regién carboxilo terminal, que por lo tanto
corresponderia a un mutante de la inactivacion de tipo S6, es ShakerH4 A6-46 1470C.
Este canal no presenta decaimiento de la corriente iénica cuando se mantiene un pulso
despolarizante, es decir no tiene inactivacién (Holgrem y col., 1997). La descripcién
de un mutante puntual en la region carboxilo terminal, que no presenta inactivacion
resulta dificil de conciliar con la idea de dos tipos de inactivacién actuando en forma

independiente. Adn mds sorprendente fue la observacién de un corrimiento de la curva
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Q(V) al variar Hp. El doble mutante T449V 1470C, que en teoria tendria afectado los
dos procesos de inactivacion, también presenta el cambio en la dependencia del
potencial (fig. 43). Incluso, en este caso, el cambio de posicion en el eje del potencial
es similar al que presenta el canal W434F.

Resulta muy dificil explicar estos resultados en términos de dos tipos de
inactivacion, no siendo posible como se habia pensado, distinguirlas. Mas ain cuando
el grado de corrimiento es practicamente €l mismo para un canal que esta siempre
inactivado (W434F) y otro que no tiene decaimiento de la corriente iénica (T449V
1470C).

Al observar los registros de corriente idnica de los mutantes T449V I1470C (fig.
41) e I1470C (Fig. 39) observamos ademds de la fase rdpida de activacién hay una una
fase de activacion lenta (comparar figuras 14, 39 y 41). En el caso del canal silvestre
la activacion ocurre en pocos milisegundos. Estas dos mutaciones, ademds de producir
un canal sin inactivacion, inducen la aparicién de una fase lenta en la activacion.

Podriamos llegar a pensar que en estos canales la conformacién “inactivada”
del sensor de potencial, que resulta en el corrimiento de las curvas Q(V), no se asocia
a un estado no conductor. El mutante I470C tiene la particularidad de poder alojar
bloqueadores de gran tamafio como el C10 (un amonio cuatérnario con una rama de
diez carbonos) en el estado cerrado, casi sin modificar la transicién al estado abierto.
Se postuld la modificacién de la cavidad o vestibulo interno sin alteracién de la puerta

o “gate” de activacion. Es posible que esta modificacién afecte de algiin modo la
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constriccion del poro del canal, y que en este caso el cambio conformacional no impida
el flujo idnico. Esta modificacién en el poro del canal no afecta el cambio
conformacional que sufre el sensor de potencial en respuesta a potenciales
despolarizantes prolongados, estando los dos procesos desacoplados en este mutante.

Se plante6 anteriormente, que un cambio en la interaccién entre el sensor de
potencial y el poro del canal, debido a la modificacién que sufre la via de conduccién
durante la inactivacién, podria ser la explicacion para el cambio en la posicién de la
curva Q(V). Los resultados obtenidos con estos mutantes que no se inactivan
indicarian que el proceso podria ser el contrario. El cambio conformacional que sufre
el sensor de potencial en respuesta a potenciales despolarizantes prolongados podria
influir en la conformacién de la via de conduccién. En el caso de los mutantes sin
inactivacién se habria interrumpido el proceso a nivel del acoplamiento del sensor de
potencial con la via de conduccién o bien la etapa del cambio conformacional de la via
de conduccifn.

Todas las mutaciones que se emplearon para estudiar el efecto del Ba?* en la
dependencia del potencial del movimiento de las cargas de compuerta alteran la
inactivacion, y todas ellas afectan la dependencia de la curva Q(V) sélo con un Hp = 0
mV. En ninglin caso hemos observado una modificacién de la curva conun Hp = -90
mV. Por lo que podemos relacionar este cambio con el proceso de inactivacion lenta,

sin embargo no podemos definir claramente cuales son las relaciones entre el grado de

separacion entre las curvas Q(V) en el eje del potencial de los canales cerrados y de los
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canales inactivados y el efecto de la mutacién, lo que nos indica que el proceso y los

cambios conformacionales que estdn ocurriendo son muy complejos.




ANEXO 1

Bloqueo por bario externo de los canales ShakerH4 A6-46 en estado cerrado.

El bloqueo de los canales de K* ShakerH4 A6-46 en el estado cerrado, fue
estudiado en detalle por Hurst y col. (1995, 1996, y 1997); estos resultados serin
descritos brevemente asi como la determinacién del posible sitio de unién, puesto que
se compararan con resultados obtenidos en el estado inactivado.

El bloqueo de los canales de K* ShakerH4 A6-46 en el estado cerrado es un
proceso que ocurre en dos etapas, un muy rapida, casi instantinea y otra mas lenta
(Hurst y col., 1995). La etapa de bloqueo lenta se caracteriza por una cinética de
decaimiento exponencial con una constante de tiempo t de 160 s, para una
concentracién de Ba®* externa de 20 mM, mientras que la recuperacién del canal
bloqueado sigue una funcién monoexponencial con una constante de tiempo T de 180 s
(Fig. 47). Se propuso la existencia de dos sitios de unién consecutivos para Ba?* en el
canal, siguiendo un esquema cinético como se muestra a continuacién

Ba** + S1-S2 +— Ba®*:S1-S2 — SI-S2:Ba** (R-5)

- Figura 47. Cinética de entrada y de salida
p de Ba®* externo al canal en el estado
cerrado.
La corriente no bloqueada fue seguida con
pulsos de 8 ms a 30 mV, repetidos cada 5
s, desde un Hp de -100 mV. Los simbolos
muestran la corriente al final de cada
pulso. Ba?* 20 mM fue agregado a tiempo
. L e, 0 y lavado cuando lo indica la flecha.
0 300"‘ 600 900 (figura tomada de Hurst y col., 1997)

Tiempo (s)

Corriente (pA)
- N W Hh O

o
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Para determinar la localizacién en el campo eléctrico de cada uno de ellos se estudiaron
las constantes de disociacién a cada uno de los sitios: el primer sitio se encuentra en un
14 % del campo eléctrico en tanto que el segundo sitio se encuentra en un 25 % del
campo eléctrico.

Puesto que el residuo en posicibn 449 participa en la unién del TEA
(Heginbotham y MacKinnon, 1992) se estudio el efecto de mutaciones puntuales de esa
posicién sobre la unién de Ba** (Hurst y col., 1996). La mutacién T449Y enlentece la
union del barjo al segundo sitio, sin afectar la unién al primer sitio, mientras que otras
dos mutantes, T449A y T449V no tuvieron ningin efecto. Por otra parte el estudio de
las corrientes de compuerta en presencia de Ba?* externo permitié determinar que el
residuo en posicién 447, ubicado en el poro del canal, es o forma parte del sitio de
unién del bario. Se observé un efecto del Ba*>* en la cinética de retorno de la carga del
canal ShakerH4 A 'W434F (Hurst y col., 1997), que es un canal no conductor que se
comporta como el canal silvestre en cuanto a las corrientes de compuerta (Perozo y
col., 1993). Normalmente la cinética de retorno de la carga (Q,;), que se observa al
finalizar un pulso despolarizante (Vtest) es rdpida cuando el Vtest es < -40 mV, y se
hace lenta cuando el Vtest empleado es mayor. En presencia de Ba®* externo la
cinética de retorno de la carga es rdpida independiente del Vtest empleado (Fig. 48A).
Aunque en un medio con Ca** el mutante D447N, en el cual ha neutralizado una carga
en el poro, muestra las dos etapas descritas en la cinética de Q,, del canal silvestre, el
Ba’* no es capaz modificar dicha cinética (Fig. 48B) (Hurst y col., 1996). Este

resultado permitié proponer que el residuo 447 es o forma parte del sitio de unién del
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Ba’* en el estado cerrado.En resumen se demostré que, como fue propuesto por
Armstrong y Taylor (1980) en la descripcion original, la unién del bario al canal esta
mediada, al menos, por un residuo de carga negativa ubicado en el poro, que seria el
aminoacido D447 y por otra parte que el residuo en posicién 449 podria ser parte de

la barrera de energfa que debe superar el Ba®* para alcanzar el segundo sitio de unién

(Hurst y col., 1996).

A W434F B D447N
[Baz*] mM

0.05

1.0

I150 nA
= 10ms

Figura 48. La mutacién D447N reduce la capacidad del Ba?* de acelerar el retorno de las
corrientes de compuerta.

(4). Se muestran las corrientes de compuerta de ShakerH4 A6-46 W434F en presencia de
Ca**(control) o Ba** externo. Cada panel muestra el registro de la corriente de compuerta en
condiciones control (flecha blanca), con Ba?* externo en la concentracién indicada (flecha
negra). La corriente de compuerta fue medida con pulsos despolarizantes a 30 mV, desde un

Hp = -90 mV. (B). En las mismas condiciones de muestran las corrientes de compuerta de
ShakerH4 A6-46 D447N.
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ANEXO 2

1. Modelo de inactivacién concertado
En un modelo de accién concertada de las subunidades cada subunidad contribuye en
forma equivalente a la transicién y la constante cinética de inactivacidén (ki) del canal

€S

ki = vexp (-(nAG* + (4-n) AG*) / k, T) (ec.12)

donde v es la frecuencia de intento (10" s™), n el nimero de subunidades de tipo 1 o

rapidas, k; la constante de Boltzmann, T la temperatura en grados Kelvin, y

AGY, = (kT In(k/v)) / 4 (ec.13)

AGY, = (k,T In(k,/v)) / 4 (ec.14)

donde k; es la constante de velocidad de inactivacién del canal rdpido. Si
consideramos que la constante de recuperacién es despreciable comparada con la
inactivacion entonces la constante de tiempo del proceso de inactivacion es tr = 1/kr.
Del mismo modo k; es la constante de velocidad de inactivacién del canal lento y T =
1/kl.

En el caso de un dimero:

ki = vexp ((2 AGY + 2 AG) / k, T) (ec. 15)
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2. Modelo de inactivacion con subunidades independientes..

En el caso de subunidades actuando en forma independiente entre ellas, donde
basta que una se inactive para que la corriente cese, la cinética de inactivacién de un _
canal es la suma de las constantes cinéticas de cada subunidad

ki=(mky +@n)k)/4 (ec. 16)
en el caso de un dimero

Ki=(k +k)/2 (ec. 17)
suponiendo que la recuperacién de la inactivacion es despreciable

Ilt=QQ/w+1UT)2 (ec. 18)

3. Dimero WI- T449Y.

El pedestal de corriente no inactivada en los casos del canal silvestre y del

canal mutante T449Y no es despreciable, y por lo tanto Ia aproximacién 1/t = ki

introduce un error. Considerando la transicién:

k.

o—1

Kot

donde la constante de tiempo es T = 1/ (k; + k) y el pedestal de corriente que no se
inactiva es la probabilidad del estado O, Po = k_,/ (k; + k., podemos obtener el
valor de ki, donde ki =1/t *(1-Po).

En el caso de los canales formados por tinicamente por subunidades silvestre o por

subunidades T449Y se calcul6 ki y empleando las ecuaciones 12 y 17 obtuvieron los
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valores de ki esperados para el dimero WT-T449Y. En el caso del modelo concertado
el valor de predicho para esta constante es de 0.108 s en tanto que para el modelo de
independencia de subunidades es 0.136 s*. Experimentalmente determinamos el valor
de Po y de la constante de tiempo de inactivacién para el dimero, con estos valores
calculamos la ki, obteniendo un valor de 0.162 s®. Este valor es mayor al esperado

segiin los modelos simples aqui expuestos.
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ANEXO 3

(basado en Lecar y col., 1975)

Si consideramos un modelo simple de transici6n entre dos estados 1 y 2 la diferencia
de energia libre entre dos estados conformacionales (AG) resulta ;ie la suma de una
energia configuracional intrinseca (AG,,,) mis la energia eléctrica (AG,,..) que es

necesario aplicar para ir de un estado a otro.

AG = AG,,, + AG,,, (ec. 19)

AG,,=aV (ec. 20)
donde V es el potencial de membrana y "a" es una constante.
Cuando la probabilidad de estar en el estado 1 es igual a la probabilidad de estar en el
estado 2, la energfa eléctrica y la configuracional se cancelan

-AG ;s = AGy,, = a Vy, (ec. 21)

y podemos escribir la energfa de transicién

AG=aV-aV, (ec. 22)

si el niimero total de canales es N, y el nimero de canales en el estado 1 es nl yenel
estado 2 es n2, podemos decir que a cualquier potencial

nl/n2 = exp (-AG / kT) (ec. 23)
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y la fraccion de canales en estado 1 es

f(V) =nl/N = 1 (ec. 24)
1 + exp [(aV -aV,,) /KT]

en el caso de la curva Q(V), la posicién de la curva en el eje del potencial es descrita

por la ecuacion de Boltzmann

QV) = Qmax (ec. 25)
1 + exp [(-zeV + zeV,,)/kT]

donde a = -ze, z es la carga movilizada y e la carga elemental, podemos entonces

decir que
AGconf = —ZeVl/z (CC. 26)
AG,,, = -zeV (ec. 27)

En nuestro caso al comparar la curva Q(V) para la transicion del sensor de potencial

desde el estado abierto al estado cerrado con la transicién desde el estado inactivado al
cerrado observamos que sélo se modifica el pardmetro V,, y no es necesario
modificar el pardmetro z (ver figura 32). Por lo tanto la diferencia entre estados curvas

es la energfa configuracional, cambio que ocurriria cuando el sensor pasa desde la

conformacion que tiene en el estado abierto a la que tiene en el estado inactivado.




En un esquema de niveles de energia:

inactivado

A

AG =AGconf2

abierto

AG = (AGconf2+ AGconf1) +AG elec
AG =AGconf1 +AG elec

cerrado
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