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RESUMEN

El canal de K* activado por Ce** de misculoc esquelético
es una proteina de membrena, cuya actividad depende de 1l=m
[Ce®*] intracelular y del potencial eléctrico a través de la
membrene. En este canel se desconocen lme caracteristicas
del =s=itio que liga calcie. Con el objetivo de determinar
algunees propiedaedes fisicoquimices de este sitio, se estudié
el caenal incorporado en bicapas artificiales de
fosfolipidos. Usando esta técnica se determiné la secuencia
de afinidad del censl para uns serie de cationes divalentes,
mediante la determinecién de la capecidad de estos iones de

activar el canal.

Se encontraron varios cationes divalentes cepaces de activar
el canel. Las secuencies de efinided del sitio que une Ca®* en
esta proteina e=, Ca®+* > Cd®* > Sr®* > Mp** > Fe®* > Co®*, y
la efectivided relativa es, respectivamente, 1: 1x10-3
1,6x10-® : 1ixi0-% @ 3x10-¢ : 2x10-%.

El proceso de ectivecién es idéntico el inducido por Ca®*
{dependencia =l voltaje, dependencie a la concentracién de
catién activador, cinética de asberture y cierre). También se
encontraron cationes divalentes incapeces de activer el

cenal.
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Con base en estos resuliedos se construyé un modelo para el
sitioc de ligamen de Ce**, basado solamente en interacciones
electroestaticas entre los caticnes divelentes y grupos de
unién. Se encontré gque el modelo gue wmejor describe los
resultedes, contiene dos grupos de ligamen de radioc 0,06 nm

y espaciados en 0,20 nm.

Este modelo da cuenta de le secuencia de afinidad para los
cationes divalentes que pertenecen 8 una misma familise
qguimica. Sin embargo, el modelo es incepaz de predecir la
secuencia de afinidad experimentsl para todos los cationes
divalentes estudiasdos. Es necesario considerar otras
contribuciones, como el mumento del numero de Hill inducido
por algunos cationes divalentes, e interacciones no-
electroestatices entre los cetiones divalentes y los sitios

anidnicos.

A pertir de consideraciones de 1las quimica de algunos
cationes divelentes en solucién mcuose y, de las similitudes
fisicoguimicas del sitio de unién de Ca®* de éste proteinsa
con el de otras proteinas gue unen Ca®* {troponina C,
calmodulina), se postula que los grupos gquimicos que
participan en la.unién de Ca®* son carboxilos (de residuos
de #cide aspartice y glutémico) y carbonileos {(del enlace

peptidico).
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Las resultedos para la activacién del canzsl por
cationes divelentes en presencia de calcio, sugieren lse
existencie de un sitic alostérico en el canal amccesible por
el lade citoplasmatico. La unién de elguncos caticnes
divaelentes (como Mg®* y Ni®#*) a este sitio preduciria el

desenmascaramiento de nuevos siticos especificos pera Ca®*.
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ABSTRACT

The Ce®* poctivated K* chennel from skeletel muscle is
a2 membrane protein vhose ectivity depends on the cytoplasmic
Cat+ levele and the eleciric potentisel across the wmembrane.
The characteristics of the Ca®* binding =ite of this channel
ere unknovwn. In oaorder +to esteblish some structurel
properties of +the Ca** binding site, the channel was
incorporated intce planar lipid bilayers, anrd its activation

by a series of divalent cations was studied.

In the absence of Ce?* in the =solution several divalent
cetions can activaete this channel. The binding sequence for
divalent catione of the Ca®?* binding site is: Cat+ > Cd¢* >
Sr®#* > Mn®* > Fe®* > Co2*, and the relastives ef#icaces are:
1 @ 1Ix10-2 : 1,6x10-% : Ix10-% : 3Ix10-F : 2x10-¢,

The activation process is identical to that induced by Ca®+
ions {(veolitmge dependence, caoncentration dependence of the
activeting cetion, opensclosure kinetics). The ions: Mg+,
NHi#~«, Cu®+*, Zn®**, Hg®*, Pb** end Ba®* cannot activate the

channel.

A model of the Ca®* binding site is considered in which

divalent cation selectivity is determined primarily by

Hvi




electrostatic interectionse betvween the binding site and the
different cations. The pite is envisaged ms congisting of
two binding sites (radius 0,06 nm) with a separation of 0,20
nm between themn.

The selectivity sequences predicted by the model for the the
elkaline earth cations and the divalent cations of the IIA’
group are in agreement with the selectivity seguences
ochserved for the charnnel rctivetion. Hawever, the model is
unable to predict satisfactorily the selectivity sequence
observed for all the divalent cetione studied {(both alkaline
earth cations end transition metels). It is necessesry to
consider other contributions, such as the increase in the
Hill coefficient induced by some diwvalent cetions, and
nanelectrostatic interactions between the binding sites and
the different cations.

Taking 4into account the chemigtry of some diwvalent cations
in &aqueous =sclution end the similarities between the Ca®*
binding sites of this channel and of other Ca®* binding
proteins (troponin C, calmodulin), it can be proposed that
the anionic sites that participete in the binding of Ca®*
ions, are carboxyl ({(aepertic and glutamic residues) and

carbanyl (peptidic bond)} groups.
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»

The results obteined for the activation of the c¢hannel by
divalent cations in the presence of calcium in the solution,
suggest the existence of an allosteric site accesible from
+he cytoplasmatic side of this membrene protein. The =site
controls the cooperativity of the Ce®* activation, revealing
Ca®+* hinding sites slready present efter the binding af the

modulator ion (for example, Mg®** and Ni®*).
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INTRODUCCION

Estn +tesig trate sobre un estudio de ia selectividad

|

del pitic de unién de calcio en un? proteina de membrana.

|

Teoria de selectividad iénicae.

En 1962 George Eisenman desarrollé una teoris de
selectividad de wembranes basade en llss constantes de
asocincién de los cationes alcelinos 8 sitios aniénicos
fijos (Eisenman, 1962). Eisenmen evalud estas constantes de
asociacién estimeando la energias necesaria para deshidrater
un catién y ubicarloc en estrecho contecto con un  anién
esferico, que repre=enta el sitio fijo en la wembransa.
Eisenman calculd estae energi; en funcién del radic del
eitio. Los cambios de energie los caliculd tedéricamente @
partir de les energias de deshidratacién del catién y de las
atracciones electrostétices entre el cetién deshidratado vy
el sitio aniétnico. Para 1s unién de los 5 cationes alcalinos
encontré que, de todas las secuencies imaginables (120 en
total) salo 11 pueden surgir de ests teoria y comprobé que
son lae tnicas que se encuentran experimentzlmente. Para

aniocnes de gran radic ifénico (sitic que genera un campo
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eléctrice débil), domina la atraccién de los cationes con el
agua y se obtiene 1la gsecuencia I de Eisenman. Esta
gecuencia, ordenada de mayor & menor afinidad por el sitio,
es: Cs* > Rb* > K* > Ne* > Li*. En este caso, =e fasvorece la
unién de la especie menos hidratada. Por otra parte, si los
aniones son de radio pequefic (sitic con =alta fuerza de
campo), domina la atraccién entre el catién y el sitio
anidénico, y e obtiene 1la secuencia XI de Eisenman : Li* >
Na* > K* > Rb* > Cg*. En este caso, 8e favorece la unién de
la especie de menor radic idnico. LLas demds secuenciss 8se

obtienen con radios eniénicos intermedios.

Este tratamiento fué extendido para gitios divalentes
por Truesdell y Christ (1967), sobre la base de un wodelo
electrostatice que consiste en un anisdén divalente.

Sin embargo, sSi se piensa en sitios de ligamen Je una
proteina, este wmodelec no es adecuedc puesto que no 8e
encuentran grupos con carga 2-, en condiciones fisiolégicas.
Mas probable es una configuracién de dos sitios monovalentes

pareados,
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con separacién D. Los residucs de eminoaécidos que originan
el sitio perecen provenir de los acidos aspertico vy
glutémico, tirosina y serina.

De hecho, Einspahr y Bugg (1977) concluyen {de mcuerde
a datos cristalograficos, espectroscopicos ¥y guimicos de &0
estructuras cristelinas) que los ligandos més comines que
participan en la unién de calecio B protelnas son los grupos
carbonilos {enlace peptidico) y grupos carboxilos {(de
residuos &cidos aspartico y glutamico).

En este caso le energis totel de unidn dependera de la
distancie entre los sitios, D, y del radic de loe sitios, 13
{(ver Apéndice A, para mas detalie}. Segun Truesdell y Christ
t(1967), la energia de interaccién depende mas fuertemente de
D que de r.. Por lo tanto en este modelo la selectivided
dependera no sélo de le "fuerza de campo® del sitiec sino
también de las accesibilidad estérics del ion. Usando este
tratemiento, Eisenman (1963) y Truesdell y Christ (1987)
llegen independientemente a las conclusiones siguientes:

1. La afinidad reletive de un sitioc por cationes
monovalentes o divelentes depende criticamente de la
distancie entre sitios {D): los sitios muy espaciedos tienen
mas afinided por los cetiones monovalentes que por los
divalentes.

2. La secuencia de selectividad es independiente de 1=

hidratmcién del sitio, es decir, del nUmero de moléculas de
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segua en la vecindad de los sitios aniénicos.

3. Se predicen 7 secuencias probables {de las 24
permutaciones posibles) de los caticnes alcalino-térreos.
Por ejemplo, gi el espaciamientoc entre ambo=s sitios
aniénices es de 0,20 nm, las diferentes secuencias son
(Apéndice A):

I Mg > Ce > Sr > Ba

II Ce > Mg > Sr > Bs

I¥I Ce > Sr > Mg > Ba

IV Ca > Sr > Ba > Mg

¥V g > Ba > Sr > Mg

Vi Ba > Ca > Sr > Mg

Vil Be > Sr > Ca > Mg
La secuencia VII, en gque la energia libre de
hidratacién domine el intercambio, se presente en sitios

"débiles® o de gran radieo iénico (sitios con baja densidad
de 1lineas de fuerza); en cambio le secuencie I en gque se
prefiere &8l ién con el menor radio iénico, se presenta en
gitios "fuertes®, donde las interacciones ién-sitioc son mas
fuertes que las energias libres de hidratacién.

Es importante mnotar que, en este tratamiento no ee
consideran interacciocnes débiles, ni cambios entrdépicos.

De 1o anterior se desprende que, les diferentes
secuencias de afinidaed pars los diferentes cationes

alcalino-térreos gue pueden surgir de un modelo gue consiste
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en un per de sitiocse aniénicos hipotéticos, depende del
espaciemiento, D, y del radioc de éstos, rs (ver apéndice A).
Por lo tanto, conociendo la secuencie de sfinided y usandoc las
ecuaciones 5 y 6 (apéndice A) es posible estimar el valor de
log parametros estructureles, D y rg.

Por ejemplo, 1la secuencia de selectividad psara le
troponina C {(subunidaed receptora de Ce** de las +troponina)
por cationes divalentes alcalino-térreocs corresponde a la
secuencie 1V, es decir, e}l sitio de unién de Ca®* caontendria
ligandos capaces de generar un campo eléctrico de fuerza de
campo intermedio. Esto implica gque el wvalor de las
peréametros estructurales en un modelo electraostatice gque
consiste en dos aniones, es: D = 0,2 nmy s = 0,07 nm {ver
table V, epéndice A), Un modelo que consiste en una sola
carge negaetiva, no genera le secuencia obhservada (pars

cuelguier velor de r3}.-

En éste tesis se usara este tratamiento teérico para

caracterizar, desde este punte de vistas, el sitio de unién
de Ce®* de une proteine de membrana, cuya actividad
fisioldégica estad modulade por iones calecioc: un cenal de

potasio esctivedo por celcio.
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Proteinas de membrana.

La estructura comin &8 todes las membrenas biolbgicas es
de una doble capa de lipides, cuyg continuidad es
interrumpide por moléculas de proteinas {(modelc de Singer vy
Hicolson, 1972). Ls bicepe de lipidos constituye una gran
barrera pars el peso de iones y la permesbilidad iénice de
la membrana celular reside en una clese de proteines
integrales que atraviessn le bicape de lipidos. En
particular, una subclase de las proteinas integrales se
denominan como canales idnicos. Estas proteines fluctaen
entre confarmaciones conductoras a iones {estedos abiertos)

¥ no conductoras {(estados cerrados). Se denomina activacibn

al proceso de abertura de canales. lLos estimulos principasles
que participan en 1la activacién de canales iénicoe son
eléc#ricos {(diferencia de potencial eléctrico presente a
traves de ia membrana) ¥ guimicos {hormeonas,
neurotransmisores, calcio, nucledtidos ciclicos, etc). Por
ejemplo, para el receptor de acetilcolina la activacién del
canal depende de una sefial quimica {(acetilcolina) y del
volitaje, por lo cual se dice gque esie canzl es dependiente
del potencial eléctrico y activado por acetilcolina. Lo=s
canales de Ha* y K* del axén son dependientes de 1la
diferencia de potencial eléctirico establecida a traves de la

membrana.
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Canales de potesio activados por calcio.

En muchos tipeos de c¢élulas un sumento de la
conceniracién intraescelular de calcio produce un aumentoc en
la conductancie =21 potesio. Este efecto 1o encontrames en
células nervioses de vertebredes (Meech, i1578), celulae
secretoras {Peitersen y Maruyama 19842, eritrocitos (Gardos,
1958y, células musculares {(Meech, 18378) y en células
nerviosas de invertebrados (Meech, 1378).

Usando técnicas que permiten cbservar la actividad de
canales individuales ya sea en células ("patch-clamp") o en
sistemas ertificiales (bicapas plenas), se ha encontrado que
este efecto es mediasdo por canales de potasio activados por
calcio. Estose cenales se han encontrado en neuronas
simpéticas de algunos vertebrados (Adams y col, 19a82),
células cromafines de bovino (Marty, 1981), células 8 del
paéncreas (Cook y col, 19@4), miocesferas de rata (Magleby y
Pallota, 1983}, sercoclema del misculc lisc del conejo
(Cecchi y col, 19886), tubulos tranversales de musculo
esquelético de rate y conejo (Moczydlowski y Latorre, 1983a;
Vergere vy Latorre, 1983) y en neuronas del caracol {(Lux vy
col, 1981). Todos estos caneles son activados por el Ca®*
intracelular, pero la conductencia unitarias, selectividad de
le conduticién de ceticnes ¥y Bctivacién por peotencisl

eléctrico es sltamente veriable {(Latorre, 1986). Los canales
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de K+ activados por Ca®* estudiados en sistemas ertificigles
{bicapae plenas), prezenten les mismes carmcteristices de
activacidn por potenciel electrice y [Ca?*]1 que los
estudiados en las células de las cuales se aisleron.

Adn no esta claro el rol fisielégico que cumplen Jlos
canales de K* activados por Ca®+*. Es probable que participen
en la generscién del potencial de accién en varios tipos de
célules, como en célules cromafines {Marty, 19811, en 1e
ectividad repetitiva en neuronaes {(Borman y col, 1581) en 1=
actividad ciclica en el misculo liso (Singer y Walsh, i1s84)
o en la secrecién {(Petersen y Maruyama, 1984).

Los canales de K* activadose por Ca2* han sido
caracterizados en cuasnto a la conduccién iénica (Vergars,
1883; Villarroel, 1986; Yellen, 1984; Cecchi y col, 1986) vy
las caracteristicas de la cinética de asbertura y cierre
(Mocdzydlowski y Latorre, 1983e; Methfessel y Boheim, 1982;
Magleby y Palliota, 1983}). Vergara {(1983), estudiandoc el
canal de K* activedo por Ce®* de tdbulo transversal {(TT) de
misculoc esguelético de rata, encontrd gque la Ifraccién de
tiempe gue el canal permanece en el estedo abierto, P,, es
una funcién sigmoidea de 1a diferencia de potencial
eléctrico establecido 2 través de la membrena {(V), {(figura

1B). Esta fraccion sumenta B medide gue s hace mas positivo

el lado citoplesmétice {figure 14 y 1B).
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Figure 1
Dependencia de la concentracién de celcio (en lado

citoplasmatico) y potenciel de membrana del canal de K¢
activado por Cae?* de TT de musculo esquelético de rata.

A) Fluctuaciones de corriente en una membrana de fosfatidil-
etanclamnina en 0,2 M KCl simétricao. 0= esgtedo abierto,
C= estado cerrado (adaptado de Vergara, 1983). B) Grafico de
ls Zfreccién del tiempo gue el canal permanece en el estado
abhierto, P., en Zfunciétn del potencial de membrana, a
distintas concentracianes de calcio en el lado
citoplasmatico. Los puntos corresponden a datos
experimentales y las linees continuas a lo que predice una
digstribucién de Boltzmann pera Pp. C)} Modelo cinético
deducido por Moczydlowski y Letorre (1983) con base en el
efecte de 1lm conceniracién de celcioc sobre los tiempos
mediaos de aberture ¥y cierre del canal.
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Por otra perte, la curva P, en funcién de V, se desplaza

hacia potenciales més negativos a medida gue se aumenta la

concentracién de calcio en el lado citoplesméatice (figure
iB), pero no es asfecteda por el celcio extracelular. Al
construir graficos de Hill de P, en funcién de la
concentrecién de calcio, se demuestre que en el procesc de

abertures del cenal participen a lo menos dos iones cealcio.
El esquema cinético que describe la activacién del canal se
muestra en la figure 1C: se une un Ce®* en el estado cerrado
lo que hace posible la transicién al estado abierto, y luego
se une otro Ce?* en el estado abierto favoreciendo 1l1s

permanencie en este estado.

Selectivided del sitio de unién de calcio.

Se hs estudiadoc muy pocc respectoc & la activecién del
canal por iones divalentes. Sin embargo, existen ealgunas
indiceciones de que este canal es activedo especificamente
por iones Ca®*. Estas son:

.= Gorman y Hermann (1979) estudiaron la efectivided de
diversoe cationes divalentes para activar las corrientes

macroscépicas de K* moduladas por iones Ca®*, en neuronas de

Aplysia. Al comparar las corrientes inducidas por
inyecciones electroforeticas de distintos cationes
divalentes, encontraron gque el Ca®* es el catién sctivador
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mas efectivo, cuande se lo comparma con Cd®#*, Hg®*, Sree,
Mn®t*+ y Fe®*. lLos ianes Ba®*, Cot*, Cu®*, Mg®*, Nic*+ y Zn**
no sactiven el cansl. Le efectividad del cetién divalente
para activar el caenal parece estar relecionada con el radio
iénico: s6lo los iones cuyo radio estéd comprendido entre
0,076 y 0,113 nm activan el cenal.

2. - Meeck {19803, encontré sctivacion por Ca®*, Sre-+,
Pb®+, Hgt*, Cd®* y Mn** en neuronas de Helix esperss, usando
la misma técnica.

La dificultad principal en le interpretacién de estos
resultados radica en que no es facil medir la concentracién
l1ibre del catién divalente en el interior de 1a celuls
(Blinks ¥y col, 1982). Existen resulitesdos (Brinley y cel,
1977) que permiten concluir gque ls mayor parte del calcio
inyectedo es ligade por moléculas presentes en el
citoplasma, como por ejemplo Proteinas qgque unen calcio
{(tropomicsina, +troponina €, calmodulinae, pervelbuminal, o©
extraido del compartimiento citoplasmatico por diversos
sistemas de +trensporte f(canales de Ca®?*, Ca®+* -ATFasa,
intercambiedores de He*+*-Ce®** y T“uniporters" de Ca®*
presentes en las mitccondrias), (Carafonli y Pennitson,
1985). Por otra parte es posible gue los otros cationes
divalentes, provequen un aumento del Ca®* citoplasmatico, al
ligarse =a los tampones citoplesméticos, desplazendo a los

iones Ca®*.
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Estas dificultades pueden superarse 8i se tiene el
canel en un sistema libre de células, como por ejemplo

incorporado en bicapas de lipidos.

Incorporecién del cenal en bicepas artificiales.

El cenal de K+ activede por Ce®* puede ser incorporado
en hicapas artificiales de fosfolipideos, por fusién de
vesiculas de membrana de TT de rata. Asi es posible estudiar
la selectividad del sitio que une calcio, tenienda el
control de la concentracién de electreolitos, temperatura,
composicién de la membrana.

Usendo el canal incorporado & bicapas, Latorre y col.
{1982), han demostrado gque, en presencia de concentraciones
de Cm®+ del orden de ~5pM, el Cd®* activae y el Mg®* y el
Ba®+* nec activan el canal. En ausencia de .calcio en l=a
solucién (<25nM), ni el Mget* ni el Ba®* activan el canal. El
ién Bef+*, no sb6lo es incapaz de activar el canal sino gue lo
bloquea {Vergera y Latorre, 1983). El Ca®* =a concentraciones
milimolares tembién es capaz de inducir el mismoc +tipoc de
blogqueo.

En esta tesis se hard un estudio de la activacién por
diversos it6nes divalentes, del canal de K* activadeo por Ca®*

de TT en bicapas de fosfolipides. Se espera obtener

estimaciénes de las energiss de ligamen de los distintos
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icnes divelentes, a partir de su capacided de eactiver el
canal. Se estudiara une serie amplie de cetiones divalentes,
con el objetive de deducir algunas caracteripticas
estructurales de los sitios de Ca%*, en este cansel, usando

lJe teorie de las constantes de ascciacién.

Cetiones divalentes.

los cationes divelentes usadee en este trabajo
corresponden, en la table periédica, sl grupo IIA (elecalino-
térreos) y 21 periodo 4 y grupo 1IA’ (meitales de trensicién)
{figura 2a). Loe parametros gue se varian son,
principalmente, el radio ibénico ¥ lea energis de hidretmcién.
Para los caticnes divelentes gque pertenecen 8 un mismo
grupc, Ese observa gue existe una relscidén lineal entre ambos

parametros: los cationes divalentes de gran radioc ib6nico

tienen una pequefia energis de hidratecidn (figura 2Zb).
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Figura 2
Ceationes divalentes.
1

A) Esguema de la tabla periédica, que muestra los
cationes divalentes usados en este trabajo.

B) Energie de hidratecidén (entalpis liberada al llevar
el catién de la fase gas a2 una solucidn acuose) en funcién
del radio, iénico de Pauling, para une serie de cationes
divalentes. La energis de hidratacién disminuye a medida que
aumenta el radio idénicc (Adaptado de Conway, 1952 y 1981).

e ———————tr. i -

- ——




Introduccién 15

OBJETIVOS ESPECIFICOS

El censl de potasioc activado por calcioc es una proteina
de wembrana, en ls cual se desconocen las ceracteristicas
del sitio que lige calicio. EI1 objetivo de esta tesis es
estudiar 1les caracteristicas del =sitio de unién de celcio
del canal de potasio activado por calcio, usando una técnica
que permite estudiar el ligamen de iones a la proteina vy
tener el control de las concentraciones de electrolitos. Los
objetivos egpecificos son los qgue se detallan a

continuacidén:

1) Determinar la secuencia de afinidad del cenal por une
serie de cetiones divelentes, mediante le determinacion

de la capecidad de estos iones de activar el canal.

2) Usar le iteories de selectividaed iénice para explicar 1la
secuenciea encontrada, ¥ parsa establecer slgunes
ceracteristicas fisicoquimicas del sitio que une calcio
en este proteins, como son, por ejemplo: eccesibilidad
estérica y caracteristicas estructurales {p.ej. el radio

isdnico) de los grupos guimicos que participarian en la

unién de calcio.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

Sgles - Gredo ! {Puratronic), Alfa Division, Ventron Corp.
{Danvers, MA) o Merck (E. Merck, Darmstatd): KCl, KF, BeCl.,
CaCl., CdCl., €CeoCi,, CusS0., FeS50.,, HgCle, MgCl, Mg(HNOa)l.,
MnS0,, Ni(NO;)e, Pb{NOi1)e, SrCle, 2Zn50., EuCl;, Tb(l,.

Lipidos - PE y PC de Avanti Polar {(Birmingham, AL); decmno de

Eastman Organic Chemicels {(Rochester, RNY).

METODOS

Nétodao experimentel

Esencislmente el mdtodo consiste en incorporar canales
de K- activados por Ca®* en bicepaes artificisles de
fosfeolipideos, Ifundiende vesicules de membrans provenientes
de tObulo transversal de misculo esquelético de rata, b4
estudiar ls sctivacién del canal por une serie de cationes
divalentes. A continueciéon se detallan todos los pasos gue

se siguieron.
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A) Preparacién de vesicules de TT
Se preparan vesicules de tubulo transversal de musculo

esguelético de rete sdulte usando une eimplificecién
(Moczydlowski y Latorre, 1983a) del mwmétodo descrito en detalle
por Rosemblatt y ceol. (1981). Se diseceron musculos (7200 gr)
de las petas posteriores y antericres de seis retas adultas,
los gue se homogenizarcon en une juguera combinado con 4
volumenes de une solucién gue contiene KCl1 100 wH, Tris-
maleatoc 20 mM, pH 7. Después de una centrifugsecién & 10.000 x
g durante 30 minutos ( centrifugs Sorvall RC2Z2-B usando un
rotor GSA), se colecté el sobrenadante y se agregté cristasles
de KC1l hasta obtener une concentracién final de 600 mM, con el
ocbjetivo de solubilizaer las proteinas contréctiles. Estsa
suspensién se centrifugé a 80.000 x g durante 60 wminutos en
ung ultracentrifugs Beckman wmodelo L, usando rotor 30. El
sedimento se resuspendié en 30 ml Sscarcsa 250 wmM, Tris-
maleato 20 mM, pH 7, y centrifugé a 10.000 x g durante 60
minutos parsa sepaerar les mitocondrieas remanentes. El
| sobrenadante se centrifugé en una gradiente discontinuas de
sacaross & 80.000 x g durante 12 horas, en un rotor SW 27. Lesa

gradiente consistié en 3 caepas de solucidén de sacaross de

concentraciéon 25%, 27,5% y 35,2% (p/v) respectivamente. Se
recogié 1le freccién que sedimenté entre las capas de 25% vy
27, 5%, y se repertié en 2 tuboe de centrifuge adaptables & un

rotor 30. Estoe se completaron con volumenes iguales de Tris-

ey
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un rotor 30. Estos se completaron con volumenes iguales de
Tris-meleatc 20 wM pH 7, y se centrifugaron a 80.000 x g
durente 60 minutos. El sedimento se resuspendié en 2 ml de
300 wmwM secarosa Tris-meleato 20 mM pH 7, se dividié en
pequefias fracciones, se congelé usando una wmezcla hielo
seco-acetona y =se guardé a -80 *eC peras ser usados
posteriormente. Todos los procedimientos se realizeron entre

0-4 °C (en una caéamare friae).

B) Sistema de bicapas planas

El sisteme de wembranas eartificisles se muestra
esqueméticamente en la figure 3. Este consiste en un blogue
de polivinil-clorurc (PVC) en el cual se han practicado dos
perforaciones cilindricas de ~2 cm en diametro. Las paredes
de estes dos cavidades se cruzan entre si. En uns cavidad se
coloca un vasc de pléstico (poliestireno) con un sector de
le pared limado y perforado, definiendo dos compartimientos:
unc es el interior del vaso y otro es el exterior. Ademéas se
han precticadoc dos perforaciones més pequefias, las cuales se
llenan con une solucién saturade de KCl1 gue se conecta =@
los compertimientos principales mediante puentes de eagar-
KCl. Mediente un par de electrodos reversibles de Ag/AgCl se
conecta un lado de la cémera a un generador de funciones
(lade CIS) y el otro lado & un conversor corriente-voltaje,

gue mantiene & potenciel ceroc este lado de la camara (lado
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Figura 3
Sisteme de bicepas planas.

A) Representacidén esquemiitica de la camara de bicapas y
del sistema de medicién de corrientes. El compartimiente CIS
se conecta a un generador de funciones para el control del
potencial de membrana. El ledo TRANS (tierra wvirtual) se
conecte a un conversor corriente-voltaje. La salida de este
circuito se conecte 8 un circuito gue emplifica y filtra 1=
sefial. La corriente se wvisualizs en un osciloscopio y se
almacena en una grabadora FM para analisis posterior.

B) Cémara de bicapas artificieles con copa y
electrodos. 1) Copa de plastico con agujero central en gue
se "pinta™ la membrana. 2) Blogque de PVC con cuatro
perforaciones cilindrieas. 3) Perforaciones para insertar
electrodos. La capacidad de cada compartimiento es de 3 ml
{adaptado de Alvarez, 1985).
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TRANS). Con este par de electrodos es posible fijar la
diferencis de potenciel y registrar la corriente gque circula
2 travée de le membrana. El conversor produce un potenciel =a

su salide (V,) proporcional & la corriente gque pasa por la

membreana, con una sensibilidad de 1 nA/v. La salida del
conversor es emplificeds, observade en un osciloscopioc Yy
registrads, usando wodulecién de frecuencis, en una

grabadora de cinta magnéticea (Lockheed 4D 4714).

Con el objetive de evitar interferencias eléctricas todo
este sistema se pusco dentro de una caja de aluminio
conectade a tierra (que actus como jesula de Faraday). Debsjo
de esta ceja hey dos motores eléctricos que hacen girar
sendos iwménes en su vastago, qgque permiten agiter las
soluciones con pequefios imanes cubiertos de teflén colocados
dentrc de embos compartimientos de le camara.

Para evitaer vibraciones mecénicag se cclocé le cajas de
aluminio scbre un blogue de granito soportado por tres

neumaticos de sutomévil.

C) Sistema de medicién de corriente (fig. 4)

El conversor corriente-veoltasje consiste en un
amplificador operacioconal con una resistencie de retroali-
mentacioén (10° Q). Sigue un emplificador de ganancias 10x,
20x y 50x, y un filtro RC (con el objeto de reducir las

eltas frecuencies). A continuacién un circuito compensador
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Figura 4
Sistema de medicién de corrientes.

El conversor consta de un amplificador operaciocnal en
configuracién de conversor corriente-voltaje (0OPA 101),

con
resistencia de retroalimentacién de 10°* ¢. El siguiente
amplificador invierte la sefial Yy la amplifica por 10, 20 y

S50. Sigue un filtro RC (100 K@, 0.01pF),

Y un compensador de
frecuencias (NE 5534).
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de frecuenciss (con el objeto de aumentar le rapidez de
respuesta de tiewmpo del sistema, haste obtener una constante
de tiempo de 250 nps). Este sefial se registré en une
grabadora FM (Lockheed 4714) ® 7 1/2 in/s (2,5 kHz) o & 15
in/s (5 kHz), dependiendo de la resolucién temporal
requerids. Se construyé ademés un filtro ectivo de 2 polos
que permite eliminar el excesc de sltas frecuencies a fin de

mejorar le relecién sefiel/ruido.

D) Generador de pulsos (fig. 5)

Se construyé un generador de funciones con dos
modalidades de funcionamiento: generador de pulsos
rectangulares o triangulares, para estimar le cepacidad de

la membrana, y de niveles constantes de potencieal, para
esteblecer una diferencie de potencial constente a través de

Ala membransa.

E) Socluciones

Todas las sales usadas fueron de grado 1 {ultrapuras),
con el objete de evitar ls conteminacién con cationes
divaelentes distintos 8 los usados. Les soluciones de
cetiones divelentes se prepararon en el womento de ser
usadas. Les soluciones de KCl y KF se prepararon una vVez por
semans, diluyendo wuna solucién ‘stock’ 1 M, en agus

bidestilads.
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Figura 5
Generador de pulsos

Los pulsos rectangulares se generan en un generador de
funciones (8038). E1l potencidmetro P, permite regular 1lsm
frecuencia (50-150 Hz) y el potencidémetro P, permite regular
le amplitud de los pulsos. El interruptor S permite
seleccionar entre las diferentes funciones. tina pila de 1.5
volt genera niveles de potencial, cuya amplitud maxima se
ajusta con T,. El interruptor 5; permite cambiar el signo
del potenciel. Dos pilas de 1.5 volis permiten adicionar un
potenciel cuya mnagnitud se regula con P., al conectar el
interruptor S;. El interruptor S, permite escojer entre
pulsos o niveles de potencial.
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Debido a que en la mayoris de los experimentos fué
indispensable conocer 1la concentrecién de calcioco en las
soluciones ;Qn le wmayor exactitud, se determiné iy
concentracién de calcio, proveniente de impurezes del KCl en
una solucién KCl1 100 =M, MOPS-K* S mM, pH 7, usendo un
espectrofotémetro de absorcién atémice {Perkin-Elmer/360).
Se encontré que esta concentracién es cercana al limite de
regolucion del aperato (0,08 ppm 6 2 pM) y fue en promedio 3
pM. Ademds se determiné lae concentracién de celecio, al
agregar una caentidad conocida de CaCl, en He O bidestilada.
Esta concentrecién practicamente no difiere de la calculadsa
(la diferencia es cercana Bl 1X).

Ademas se determiné 12 concentracién de calcio libre en
algunas de las soluciones usades, usando un electrodo de
celcio {(preparados y calibrados segiun el método de Alvarez-
Leefmans y col, 1981 y Blinks y col, 1982). Se encontré6 que
ia concentracién de Ce** libre en une solucién KC1 100 mN,
MOPS-K* 5 wmM, pH 7, fué en promedic de 1,5 pM vy le
concentrecién de Ca®* libre en una solucién de KF 300 mM,
MOPS-K* 5 mN, pH 7, fué de 3 nN. {Esta tltima medida no
difiere mucho del vaelor teérico {0,8 nM)).

F) Lipides

Log lipidos se #:ntuvieron en cloroformo a -20 ¢C. En

el momento de ser usados, se tomé les cantidadee necesearias,

y se evapord el cloroformo usando nitrégenc gaseocso. Parae
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eviter la incorporacién de muches cenalez 8 la bicapsa, se
usbh unae mezcla de fogfetidiletanolaming {PE)/
fosfatidilcoline (PC) (4:1) & una concentracién de 15 wmg/ml
en n-deceno. Pars obtener incorporacién de varios cenales se
uzséd PE 15 mg/ml en n—-deceno.
6) Formacién de membranas

Todos los experimentos se realizaron incorporando el
canel de K+ activede por Ca®* de TT en bicapes planas de
fosfolipidos. Parae elle, primerc se forme ls bicapa en 1la
particién de poliestireno con una perforacién central de O,3
mr de didgmetro. Ambos compartimientos se llenan con 3 ml de
solucién tampén MOPS 5 mM, pH 7. Le membrana artificial =e
forme egponténemente pintendo el egujero {(Mueller y eol,
1963), usande un bastén de vidrieo, con una mezcle de
fosfetidiletenclamina {PE)/fosfatidilcolina (PC) {4:1), a
una concentracién de 15 mg/ml en n-decano. La iormacién de
membranas se puede wvisualizar midiendo ia capacidad
eléctrica, que es proporcionel sl aree de la bicape ( 0.6
pF/cm®, Alvarez vy Latorre, 1978). Al aplicar un pulso de
potenciel (1-10 mV) se produce une corriente capecitiva en
los puntos= en gue la variacidon de potencial ez méxima. La
integrel de este corriente en el tiempo, es proporcionael al
cambic de voltaje vy 8 la capecided, y por tanto al area de
la wmembrana. Le conductancie basal de ls wmembrana asi

formada se determinabe midiendo la corriente gue circulabe =&
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través de ella al aplicar un potencial constante de +30 mV.
Todos los experimentos se realizaron con membranas de 50 -
300 pF y con una conductancia basal inferior a 20 PS.
H) Incorporacién de canalea de TT a bicepas plenas

Une vez hecha la bicaps, se agregaba le preparacién de
vesicules de TT en el lado CIS de ia camara (5-18 nld.
Previemente =e agregaban 150 pl de una sclucién KC1 3N,
MOPS-KOH pH 7, pera elever le [K*]l & 150 mM y crear una
diferencie de presi6tn osmética {lado CIS hiperosmétical, el
cusl se obgervéd acelera la incorporacidén de canales
{Latorre, 18986). Debido &8 la forme como se cierren las
vesiculas de esta preperacién {(cesi el 100% de les vesiculas
tiene hacie adentro el lado extraeceluler de la membrana del
TT; Hidalgo y col, 1985), siempre el lado citoplasmaetico del
canal {lada =sensible B la concentracién de calcioc) gqueda
orientada hacia donde =se agregaron.las vesiculas. En los
sucesivao CIS alude 8l lado citoplasméaticao del cenal, lado
gensible Bl calcio y al lado del eleciredo de potenciael.

Manteniendo le agitacién, =se observé incorporacién de
canales de K* asctivados por Cef* ml cabo de § a €0 min. El o
los canales se visuelizarcn observando las fluctuaciones de
corriente el aplicar un potencial, generalmente +30 mV.
Luegc de le incorporacién, se agregd KC1 3M en el lado TRANS

pare igualar las concentraciones 8 150 mM CIS y TRANS.
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i) Anelieis de corrientes

Pera posterior eaen#lisis en computader, la sefinl
eléctrica grabada en cinte megnétice se filtrd, amplificé y
canvirtié en digitel y se grebd en une grabadore digital de
& bite (Kennedy modelo 9700), gue posee un conector gque
permite transferir los detos & la memorie de un computador

{LOMAS S-100 PC).

Viguelizacién de los detos adguiridos.

Los datos digiteles trensferidez a 1la wemoria del
computador, se visualizeron usando un osciloecopio con
memoria digitael (Nicolet 1070).

Programas de computeciodn.

El registrce de fluctuacicnes de canal UGnico =se analizé
usando:

- programas en lquuaje méguina, ASSEMBLER {(disefiados por
Ozvaldo Alvarez) que permiten el control de 1l grabadeora vy
el ceciloscopio digital.

- pragrames en FORTRAH (disefindos en colaboracién con David
Haranjc), para analizar los registros de corriente.
Generelmente gse anelizaba un total de 32K puntos los que
eqguivalen a 3, 6, 12 o 24 segundos del registro de
fiuctuaciones ya que el programa puede promediar N punteos de

la cinta y guardarleos en un punto de la memoria (N puede ser

1, 2, 4, 8).
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Curvas probabilidad de abertura-voltaje.

Se construyeron histogramas del numerc de veces que ase
obtiene cierta amplitud. Le fraccién del tiempc que el canal
permanece en el estado sbierto, P., se calculé a partir del
nunerc de puntos en el estado abierito dividido por el nimerc
total de puntos. La fraccién de tiempo agi celculada se
graficé en funcién del voliaje. A través de los punteos
experimenteles se trazaron curves de 1la distribucién de
Bolt=zmann pare Pe, segun un ejuste a la ecueclidén (ver

derivacién en Apéndice B):

Po(V) = { I + exp (—-nF(V-V.))/RT 3¢, (1)

en que ¥, es el voltaje al cual P,= 0,5, ¥y n es el numero de
cargas ("gating particles") que se mueven en la wembransa
Qurante 1z trensicién mbierto/cerrado , F es le constante de
Faraday, R la constante universel del gas y T ila
temperatura. Se usé el método de ajuste no lineal de Gauss-
Newton, modificade por Hertley (Chrisman y Tumolillo, 1963).
El wmétodo de ceomo respultado el perametro y su desviacién
tipica, junto con la suma de cuadrados. Los parametras

inicieles para n y V. £8e estimeron & pertir de unse

lineslizacién de ls ecuacidn 1.
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Mediciénes cinéticas.

Las constantes cinéticas de ebertura (B) y cierre {(a) {(ver
figura 1C), se estimaron a partir de los tiempos medios de
abertura y cierre, segun como se describe a continuaciédn.

El tiempc medioc que el canal permanece en cada estade de
conductancia (7,) se celculé dividiendo el ntimerc de puntos
en cads estado por el numero de transiciones al estade
abiertoc (m). Si la cinética de abertura y cierre del canal
puede describirse como un modelo de sélo dos estados, i.e,
un estado cerrado y un estado sbierto, se cumple gue:

T = E:T..)/m {2}
i=]

Se construyeron histogramas de la disitribucién de duracién
en cade estadeo, es decir, del numero de eventos gue duran
por 1lo menos un tiempo t en funcién de t. Puesto que el
canal de K* activado por Ce®*, en estado estable Zfluctise
entre varios estados abiertos y cerrados (Moczydlowski vy
Latorre, 1983, Megleby y Pallcota 1983, Methefessel y Boheim
1982), estas funciones no son exponenciales simples
{Ehrenstein y col, 1970) sino le suma de maltiples
expeonenciales. Moczydlowski y lLatorre (1983) encontraren
gue, 1ls etapa limitante en el procesc de abertura del canal,
ez la transicién cerrado/abierte. Estos sutores sefialan que,

para determinar las constanties cineticas del proceso mas

s
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lento (8, a), €8 necesario filtrar les registros a una
frecuencia de 1 k¥Hz. Par lo tanto, para mayor simplicidad,
loe registros de corriente se filtraron 2 1 kHz y los
histogramas de durascién se sjustaron a exponenciales simples
(usando el método de sjuste no lineal ys mencionade), de 1la

forma:

Fatt)

n

A expl-at), (3)

Fe{t)

B expi{-8t), (4)

donde A y B corresponde el numero de +transicidénes. Como
perametros iniciales se tomeron los tiempos wedios de
permanencia.
J) Célculo de numeros de Hill

El numeroc de Hill (H, ) se celculé a partir de 1la

relacién (ver derivacién en Apéndice B} :

log {P./{1-Po,}) = Nu log [X**} + log K , 1{3)
{k es la constante de unibanl, en el rango en gue P, = 0,3 -
0,7.

Les curvas en los graficos de P, en funcién de [X2*1 ge

ajustercn & la ecuecién {ver derivecidén en Apéndice B):

P, = [Xe+3IWn/{Ky, + [X&*]J"") {6)
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donde Ky e la constante de disociacién para Xt*.

K) Secuencias de Eisenman.
Se simularon secuencias de Eisenman suponiendo dos
modelos basicos:
i) intereccién entre dos cergaes (un enién y un catién
divalente).
Varieble = rmdio del anién.
1i) dinteraccién entre tres carges {(dos aniones monovalentes
v un catién divalente).
Variables = radioc de los aniones, disQancia entre los
eniones monovalentes.
El slgoritmc para ambos casos es el siguiente: dado un
conjunto de pares de redios y energias de hidratecién pers
ceticones divalentes en solucién acuose, se celculsé la
energia pare el intercambio Ce®*- X®* (AUc.-x) pera una
serie de radics enionicos (Eisenman, 1963; Truesdell vy
Christ, 1967; Hechsen, 1985). Se graficé AUc.-.x en funcién
del radio del sitioc aniénico, para le serie de caticnes
divelentes y pere distintas distencies entre sitios (wmodelo
ii). De estm forma, se pudce ajustar un radio aniénico y una
distancia entre sitios (wmodelo ii), con base en la secuencia
obtenida para este cenal.

Es importente notar gue les predicciénes del modelo dependen
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de log vaelores usados para loe radios i1énicos de los
cationes divalentes y de sus respectivas energias de
hidratacién. Se usaron loe radios iénicoe de Pauling {(1967).
Mercus {(1983) luego de enelizer los valores para Fol'
obtenidosg por diferentes metodos en los ultimos diez afios,
concluye que los radices cristelinos de Peuling son lo= mase
adecuades pars los redies de los cetiones divelentes en
solucién acuosa. Les energias de hidrertacién usadas son  de
Marcus y Kertes 1{(1969), puestc gque en estas tables =se
encontraron 1l1las AU:-weo para todo= los cationes usados {(ver

tebla VI en Apendice A).

L} Protocolos.
Puesto que B¢ realizaeron varios tipos de experimentos
pera cumplir econ el objetive propuesto, ez conveniente

regumir lose preotocelos tipos.

Experimentos en eusencie de calcic en la solucidn

Une vez incorporeado el cenal, se determiné la dependencie de
potencial (P, vs. V¥) y la dependencia a la concentracién de
calcio en el ledo CIS (P. vs. [Ca®*]). Lueqgo el }lado CIS se
perfundié con une soluwcién 300 mM KF, MOPS S mM, pH 7. El
CeFy precipita {(Kps = 3,5x10-?%}, 20 =~C), siendo lm
concentracién de ermlcio libre en la solucidn elrededor de 3

ni. A concentraciones wenores 8 1 pM de caelciec en la
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solucién, no se obeervan fluctueciones de corriente aun a
+90 mV <(i.e. la constente de digocimcién del canal para
calcie es > 1x10-¢ M). Luego, se agregaron pequefios
volumenes de soluciones de cetiones divalentes cuyas sales
de F- son solubles con el objeto de lograr concentraciones
en el intervalc de 10 a 500 pM en el lade €IS (el F-
precipite el Ca®**, Ba®+, Mgt* y Sr**). Luego de probado el
efecto de un cation divalente se lavé el lade CIS con KF 300
mM, =e probdé otro y msi sucesivemente haste probar la serie
completa. Este puntoc es de importancie, puesto que despuées
de variocs experimentos preliminares se comprebd gque le
dependencia =& 1ia [Ca®*] varia de un censel a otro, por lo
cuel los resultados obtenidos pare un cenal no son
comparables cuantitativamente con los de otros canales. Por
esta razén los resultados de activacidén se refieren a 1la
activacién_ de una serie de caticnes divalentes probados en
un mismo canal. Ez 4iwmportante notar que no fué trivial
perfundir tantas veces el lado CIS5. La membrana se rompia
frecuentemente, durante la tercera o cuarta perfusién, por
io que el ntmero de canalese en los cualees se logré estudiar

la serie completa de cationes divalentes, fue bajo,

Pare estudiar la sctivacidén por Sre-, Mg&+ y Ba%+ se usb

EGTA como agente guelente del Ce®* {las constantes de
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asocimcién de los diones Sr**, Mg®* y Ba** por EGTA son
varios 6rdenes de megnitud menores gue 1l de Cae®*-EGTA,
(tablag de Martell y Smith, 1974)). Para calcular 1la
concentracién libre de los cationes divalentes en ls
salucién, se utilizé un programe en computacidén gue
considera todas las especies que se ligan al EGTA vy todas
las constentes de asgociecién (Storer y Cornish-Bowden,

1876).

Experimentos en presencis de calcio en le solucién.

El protocecio es gimilar el anterior, &8 excepcidén gque se
perfunde con KC1 200 mN, HMOPS S mM, pH 7. Le concentrecién
de calcioc en la solucién es la proveniente de las impurezss,

~3nM.

Experimentos digefiados pere determinar coeficientes de Hill.
Una vez incorporado el canal se lavé el ledo CIS con KC1 200
oM, MOPS S mM, pH 7. Le concentracién de calcio en el lado
CIS se varié entre 10 y 500 pM a intervales de 5 a S0 pH.
Luege se 1lavdé el lede CIS con la solucidén inicial y se
agregarcon de 100 a 500 pM de cetién divelente y Be varié le
concentracidn de celcio el intervalo indicado. Esta
Dpe;acién se repitié haste completmr una gerie de ceticnes

divalentes en el mismo cansal.
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RESULTADOS

Lae seccién de resultisdos s dividira en tres partes:

a) selectividad del sitio que une Ce** (o easctivacidén en
ausencia de Ca®*);

b} mctivecioén en presencia de Ce®*;

c) blogqueo por cetiones divalentes.

A) SELECTIVIDAD DEL SITIC QUE UNE CALCIO

El objetivo de este trabajo es caracterizar el sitio
que une Cef* en el canal de K* activado por Ce®*. El estudio
de le selectividad de este sitio per cetiones divalentes
puede aportar informecién escerca de las caracteristicas
fisicoguimicas de este sitio (p.ej. accesibilidad,
dimensiones de los grupos caergados}. A continuacién se
mostrarédn los resultados que permiten concluir s=sochre 1la
selectivided en 1l ectivacién (selectivided del sitiea gque
une Ca®*}, ¥y =mobre ls forma de activecién por los distintos

cationes divalentes estudiados.
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FPara obtener resultados claros en cuanto a le
selectividad del gsitio gque une Ca®*, 8e encontré gue es
necesario:

a) Eliminar el Ce®* prepente en ls solucién. 5Se umaron dos
métodog pera eliminer e)l Ce®* presente en la eolucidn
{proveniente de impurezas de las sales usadas) :
precipitacién {(con F-) y sBecuestracién (con EGTA). Con F- es
pogible estudiar le sctivacién por Cd®-, Hg®*, Mn&+, Co®%+,
Fe2*, Znt+, Cu®* y Hi®+; usandec EGTA como agente quelante de
Ca** es posible estudier le activacién por MNg**, Sr** vy
Ba®*.

b) Estudiar la selectivided de las esctivacién en un mismo
canal, puesto que existe gran variabilidad en la ectivacién
por cationes divelentes de canal en canal. Por ejemplo, =se
encontré gue existen cenales.con distintas afinidades al
Ca®* (ver Moczydlawski y col, 1885), perec practicemente no
cambia le& dependencis de P, con la [Ce®**] (no cambia el
numero de Hill), ni la dependencia de P. con el volteje {(no
caembia la pendiente (n) de las curvas de P, con el voltaje).
Selectividad en la activacién.

En la figura 6 e muestren loe registros de corriente
del canal de K* activedo por Ce®* en presencia de distintos
cationes divalentes en le sclucién CIS. La concentrecién de
calcioc en la soluciédn CIS es eproximademente de 3 nM. Toados

los resultedos se refieren e un mismo voltaje {(+70 wnV, =&
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Figura &
Activecién del canal por caetiones divalentes.

Registros de corriente e traveés del canel de K* activado por

Ca** dincorporado en une membrana de PE, tomadas a +70 wmVv
{Mn&-+, ¥ ‘= +«80 mV) Y con 200 pM de M=+, Se indican lmes P,
(celculadas con & lo menos 1 min de registro). La

concentracién de Ce®** e ~ 3 nM (KF 300 mM). En el
experimento con Srt* la concentrecién de Ca®* ez ~ 2 nM
(EGTA 200 nM). Estos registros se obtuvieron perfundiendo
Bucesivamente el lgdo CIS cecan los cationes divalentes
indicados (ver Materiales Yy Métodos). También se muestra un
registro con 200 pM Ca®* y KC1 300 M e +70 mV.

-
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excepcidén de Mn®f* (en este caso V = +80 mV)), e igual con-
centracién de catién divalente (200 nuM). De 1los cationes
divalentese probados {14 en totel), sclamente activan los que
ge indican en ls figure &. También se estudid el efecto de
cationes trivalentes cuyo radic idnico es muy similar al del
Ca2* (Eu?** y Tb?*). Ho se observd sctivacidn del cenal por
estos icnes, atn B voltajes altos (+80 mV).

A pertir de registros similares &8 los gque se muestran en la
figure &, pero de mayor durecién (a2 lc mencs 1 minuto) iguel
voltaje e iguel [X?+]1 se puede establecer gue la sgecuencis
de activacién del canal e=: Ce** > Cd®* > Sr&* > Mne¢* > Fe®*
> Cof* (enp 11 ceneles diferentes; sin embargeo, se logré
estudier la serie complets s6lo en 2 canrles (dada la
siguiente dificultad experimentel: es dificil perfundir mas
de tres veces el lado CIS sin romper ls membrang; ver tabla
Is.

Este secuencia se conservae a distintos voltajes b4
concentraciones de cationes divalentes. Esto se muestra en
las figuras 7 y 8 (cada P, se caelculé a partir de a lo menos

300 transiciones).

Con base en las constantes de disociacién para los
diferentes cetiones divelentes, obtenides por un ajuste de
los puntos de ia figura & 8 la ecuacién 6, se puede

establecer que la efectividad en le activacién, relative al
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Tabla I
Activacidén del canal de K* activado por Ca®-+,
por cationes divalentes en ausencia de Ca®*.

Secuencia de activacién P, {80 mvV), [X®=+3 = 200 pM H
€a > Cd > Sr > Mn > Fe > Co 1,0:0,7:0,31:0,1:0,04:0,01 2
Ca » Cd > Sr 1,0:0,68:0, 28 1
Ca > Cd > Mn 1,0:0,70:0, 10 3
Ca > Fe > Co 1,0:0,03:0, 015 2
€Ca > 8r > Co 1,0:0,25:0,016 1
Ca > Mn > Co 1,0:0,14:0,012 2

Esta +tabla muestra las secuencias de activacién estudiadas
en once canales. Se muestran tambieéen las P. calculadas e
partir de registros (de al menos 1 min de duracién) tomados
a +80 mV, y en presencia de 200 pyM de catién divalente en el
lade CIS. H indica el nuimeroc de membranss en las cuales se
estudié la serie de cationes divalentes.
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Figura 7
P, en funcién del voltisje.

Brafico de P. en funcién del potencial eléctrico s través de
la mwembrana con 200 pM de X+ y ausencia de Ca** en 1lsa
solucién CIS (KF 300 mM, MOPS-K pH 7). Los puntos
corresponden a los resultados pares 2 canales y las lineas
continuas & una distribucién de Boltzmenn para P, (ajuste no
lineal a la ecuacién 1). Se wmuestra también la curva cuando
hay "3 pM Ca®** en el lado CIS (KCl 300 mM, MOPS-K pH 7; 8
caneles). Los parémetros ajustados fueron: Ca®**, n = 2,0, Vv,
= 30 mv; Cd®*, n = 1,9, V., = 74 mV; Sré*, n = 2,0, Vo, = 91
m¥; Mn®*, n = 1,8, V., = 120 mV; Fe®*, n = 1,8, Vo = 126 mV;
Co®+, n = 2,0, V. = 140 mV.
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Figura 8
P, en funcién de le concentracién de X&-+,

P, en funcién de 1a [X¥**] en el 1imdo CIS. KF 300 mM, MOPS-K

PH 7. Potencial eléctrico a través de la membrans: +80 mV
{en el casc del Cet-, Y = 30 mV). Los resuliados =e
refieren a8 una mwmerbrane con un canal. lLas lineas

corresponden a lo gque predice la ecuacién 6. Los parémetros
ajustados fueron: Ca%*, Ny = 2,00, K, {(mMe+} = 0,009 (en el
caso en gue ¥ = +80 mV, Ny = 2,13, Ky — 10-5); Cde+, H, =
2.60, Kp 0,02; 8Sr&+, Ny 1,45, K, = 0,63; Mn=*, N,
1,67, K, 0,94; Fe**, H, 1,07, K, 3,00; Co**, N,
1,12, ¥, 4, 35.

non i
L |
H
]
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Ca*~, es: 1 (Cef*) : 1i1x10-2 (Cd®+) : 1,6x10-% (Sr&-)

1x10-% (Mn®+) : 3Ix10-% (Fe®*) : 2x10-¢ (Cao®**).

Similitudes con le activacién por Ca®-*.

Las figuras 7 y 8 también revelan que los diferentes
cetiones divalentes activan el cenal de manera similar =a
como lo hace el Ca®*, puesto que las curves de P, en funcién
de wveoltaje ¥y de P, en funcién de 1las [X®*]1 tienen la miema
forma que les mismas curvas pera celcio (ver figure 7 vy
figura 8), i.e, los puntos experimentales para la activacidn
por log diferentes c¢ationes divalentes, ajustan a las

ecuaciones derivadas para la sctivacién por Ca®*.

Con el aobjetivo de averiguar cuantos iones perticipan en el
proceso de activacién, se construyeron graficos de Hill para
P, en funcién de la concentracién de cetién divalente en el
Jada CIS. La figuras 9 muestra el resultado de graficar 1a
constante de eqguilibrio para la aberturas y cierre del canal
{K) en funcién de la concentracién de catién divelentes. La
pendiente de estas grafices mide le moleculerided aparente
con que les cetiones divalentes afecten 2 le constante de
equilibric K {gue es igusl @ Po/{1-Po?)) ¥, en este caso, es
el limite inferior del numerc de sitios gue participan en el
sistema (Levit=zki, 1978). Se necesitan entre 2 y 3 iones

Cde* o Ca®* y entre 1 y 2 iones Sr&+, Co®+, Fe2®* o Mn®* para
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Figura 9
Grédfices de Hill pars la activacién por catianes divalentes.

Estos graficos corresponden & uns lipemslizacién de las
curvas de la figura 8. Las pendientes para cada casoc son:
Cd®**, Nw = 2,59 (r=0,99); Sr&+, N, = 1,54 (r=0.99); Mn®+, N,
=1,53 (r=0,98); Fe®*, Ny = 1,00 {r=0,99); Co®*, Hy = 1,14
{r=0,99),.
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abrir el canel. Se encontré gue el velor pars el nunero de

Hill para la sctivacién por Ca®**, varis entre 1,3 y 2,4.

Ademéds, Bi =se aneliza con mads detalle la cinética de
activacién (p.ej. la mctivecién por Mn®+), se encuentra que
esta puede ser descrita con el wmodelo propuesto por
Moczydlowski y Letorre (1983; figura 1C) pasra la activecion
por Cat+, esto es, el tiempo medioc que el canal permanece en
el estado abierte es proporcional a [X®+*]1, el tiempe wedico
gue el cenal permanece en el estado cerrado es proporciocnal
a [X&e+]1-!, ¥ las constantes cinéticas o y B no dependen del

potenciel eléctrice a través de la membrana.

Conclusibn.

Se encontraron cationes divalentes distintes al Ce®**
que son cepaces de activar el canal. Todos son nencs
eficaces gque el Ca®*. Estos cationes divelentes activan el
canal en forma gimiler a como lco hece el Caf*. La secuencisa
de afinidad del sitio que une Cef* en este proteina es: Ca®*
> Cde+ > Sr&+ > Mn** > Fe2* > (of*+, ¥y la efectividad en 1=

activacién, respectivamentes es: I 1x10-* : 1,6x%10-% :

1x30-% : 3x10-¢ : 2x10-€,
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B) ACTIVACION EH PRESENCIA DE CALCIQ

Los regultedos en eusencia de celcio en la solucién
indican que, 8lgunose cationes divalentes son capaces de
activar el canel porque se unen Bl misme sitio en el cual se
une el Ca®**, Por loc tanto, s5i este es el dnico mecanismo por
el cual los diferentes cationes divelentes son capaces de
activar el canel, se espere que la secuencie de activacién

encontrada no cambie, cuando existe Ca®** en le sclucibn.

En le figura 10 se muestran algunos registros de
corriente del canel de K* activado por Ca®*, con distintas
concentraciones de cationes divalentes en la solucién CIS,
en presencia de Ca®* ~3puM, a un mismo voltaje. Se escagieron
concentraciones de los diferentes X*+* tales gque diersn un P,
similar. Se observa que, en presencia de los diferentes
cationes divalentes, la Pp, ez mayor gue cuando existe
solamente celcioco en la solucién. Ademés de los cationes
mostredos en la figure 10, también se encontré activacién
por los iones Co6f+, Fe** y Mg#*. De acuerdo a ls magnitud de
las concentraciones de X&®* ge puede establecer que, la
secuencia de activacidn en presencia de Ca®* 3 nM es:

Caz* > CdeE* > Mn®* > Fe®* > Co®* > Hi®* > Sr&+ > Mg+,
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Figura 10
Activacidén por cationes divalentes en presencia de Ca®*.

Registros de corriente a iravés del canal de K* activado por
Ca®*, obtenidos a +40 mV y [Ca®*] = 3 uM CIS, KCl 300 mM
{(solucién control). Este experimento fué reslizado en un
solo canszl, lavando sucesivamente el lado CIS con la
soluci6ér control y agregando les concentraciones indicadas
de X&2-, Se sefiala P, para cades caso. l.as marcas en el
extremo 1izquierdo de los registreos, indican el estado
cerrado del canal.

]

1

1
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Este secuencies se repite, por io menos en Beis canales
estudiados en este experimento (solamente en dos canales se
iogré estudiar le serie complete, debide & le dificultad y=
mencionade més arriba).

Estas resultados revelan dos diferencies importentes
respecte a8 la activacién en ausencia de Ca®*: el Sr®* es
menos efectivo que el Mn®** ¥y el Ni®+ y Mg** ahora activan en

presencia de Ca®*.

En la figura 11 se muestra un grafico de Pp en funcién de
voltaje, parse une serie completa de cationes divalentes
estudiados en un mismo canal. Este figura muestra que la
sgecuencia de activacién encontrada, sSe conserva con el
voltaje B treves de la membrana.

En cambio, como la revele le figura 172, la secuencie de
activecién depende de la concentrecién de calcico en la
solucien {(elgunas curvas se€ cruzen). Cuando la ([Ca®**1 es
menor &8 10 pM, 1a secuencia de activacidén es igual a }la ya
mostrada, pero cuando ip [Ca®**]l es mayor a 10 pM  1im
secuencie de activacién ahora es: Ca®* > Cd®* > Mn®* > Cof"
> Fet* > Ni&* > Sr&+ > Nif+ > Mg®+. En este ultimc caso el
Fet+ activa menos que el Co®*. Esta mparente diferencia es
probable. gque &€ deba B la oxidmcién del Fe®*, la cual es
bhastante rapide en las condiciones experimentales (73 min) ¥y

1e duracién del experimento completo con Fe®* es 710 min.
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Figura 11

P. en funcién del veltaje, pare la activacién por

P. en funcidén

membrana.

X2+ en presencia de Ca®*.

del potencial eléctrico a trevés de la

[X#+] = 300 pM, KCl 150 mM, MOPS-K pH 7. Los
puntos correspenden a los resultados peara un canal y las
lineas continuas corresponden & un ajuste no lineal a la
Los parametros ajustados fueron: Ca®**, n = 2,0,

ecuacidén 1.

Vo = -22 mV;

24 mV; Fe®*, n
Ni®*, n = 2,0,
n = 2,0, Vo =
88 mV.

gd®*, n = 1,9, V, = 10 m¥; Mn%®*, n = 2,0, V, =

= 2,0 V, = 28 m¥; Co®**, n = 1,9, V., = 32 mV;
Vo = 44 mV; Sr®*, n = 2,0, Vo = 71 mV; MNgz*,
85 m¥V; Control (ICa®*]1 = 3 pM), n = 2,0, V. =
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Figure 12
P. en funcién de le [Ca®*] en presencia de X&*+.

P. en funcidn de la [Ca®*]1 CIS. ¥V = +30 mV, [X2+*] = 150 pnH,
KCl 150 mM, MOPS-XK pH 7. Los puntos corresponden & datos de
un canal y las lineas continuas a un ajuste a la ecuacién
6. Los parametros ajustados fueron: Cdz-, Na = 3,15, K,
6, 7x10-7 (mM*%); Mn®*, Ny = 3,00, Kp = 3,0x10-%; Fe2+*, H,
2,00, Kp = 3,3%x10-+*; Co®**, Nu = 2,80, Ky = 1,1x10-5%; Nie+,
No = 2,40, Kp = 1,60x10°*; Sr**, Ny = 2,00, Ko = 2,5x10-3;
Caz+, Nu. = 2,20, Kp = 2,2x10"®.

A este concentracidn el Mg®* no aumenta el N, ni cambia K;
(la curva para MNg®* 150 pM es idéntica a la curva para

Caz+).
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Con base en estos resultasdos podemos concluir gque:

- Loz cetiones divalentes que ectivan en ausencie de Ca®*
también activan en presencie de Ca®*; la secuencia de
activacién es: Cde+ > Mne+ > Fe®* > Co** > Ni®+ > Sre+ >
Mge~*.

- La secuencia de activacién es distinta & la encontreda en
ausencia de Ca®*.

- Algunos cationes divalentes, como el Hi®+ y Mg®-, gue no
activen en ausencia de Ca®* activan en presencia de Ca®*.

- Algunos cationes divalentes (Ba®°*, Cu®*, Zn“,.Hg“, Sn2+,
Pb%+) no ectivan ni en musencia, ni en presencie de Ca®* en

la solucidén.

Los resultedeos més sorprendentes de la activacién en
presencie de Ca®**, se refieren a la activacién por los iones
Mge* y Ni®+. A continuacién se mostraran otros resultados
obtenidos para ls activacién por MNg®#* y HNi®*, con el
objetivo de everiguar el mecanismo por el cuasl estos iones

rctiven el cansal.
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Activaciétn por Mg** y Nit*.

Loe resultsados obtenidos para el Mg®+*, Be muestran en
lg figura 13. El Mg®** @sumente Ps en concentraciones
milimoclares en el lado CIS {(figura 13A). Esgte aumento
depende de la IMg®+1 y ICe**1 en el lado CIS {(figura 13B).
No solamente wmumenta lg afinided aparente pare el Cat*,
también mumenta la cooperativided en la activacién por Ca®*:

»

la curva de activacién es ‘més’ sigmoidea en presencia de
Mge*. Al construir graficos de Hill para P, en funcion de
ICet*] se cbserva un claro eumentoc en Hs cuando el Mg®** esta
presente en el lado CIS {(figura 13C). El Hu en ausencis de
Mg+ o con Mg®* en el lado TRANS, tiene un velor promedioc de
2,0 {1,491 2,3 ; 8 medidas) y en presencia de Mg®** 10 mM en
el ledo CIS H, tiene un valor promedic de 4,7 (3,4 e 5,8; 6
medidas). Puesto que existe una gran variabilidad en la
‘personalidad’ individuml de cade canal, =e compararon las
curvas de activacién con y sin Mgf* en cada cenal. Se
encontréd gue el ¥, aumenta gl aumentar la concentracién de

Mg** en el lado CIS: Ny = 3,0 con 1,0 mM; Hy = 4,0 con 5 mM;

Ny = 5,8 con 10 mM.

Por le tanto, el Mg®* no compiite ni sustituye al Ca?* en 1la
activecién del cenal sinc que, se conmporta comoc un efector

slostérico, puesto que aumenta la cooperatividad en la
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Figura 13

Activacién por Mge-*.

A. Efecto de la IMg®*31 en el lado CIS. Se muestran registros
de corriente del canal de K* activado por Ca®* en KC1 200
mM, S5 mM MOPS-K pH 7,0, Ca%* 10 pM, V = +30 mV. Se indica la
concentracién de Mg®* en el lado CIS y la P, respectiva.

B. Grafico de P, en funcién de ls concentracién de Ca®* en
el lado CIS. Las lineas continuas son ajustes a la ecuacibn
G.

C. Grafico de Hill pare la activacién por Ca®* en presencia
de Mg®*. El1 Mg®* en lado CIS claramente aumenta el Nu.
Simbolos: & = OmM Mg2*, @=5mn Mge*, QO = 10 mM Mg=-.
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activacién por Ca®*. Ademas, el Mg®** aumente la afinided

aparente del cenal por Ca®*.

El efecto del Mg?* en este canal de K* activade por Ce®* de
TT de rate, también lo estudidé en detalle Golowash {(Goleowash
y col, (1985), y datoes no publicados), cobteniendo resultados

muy semejantes.

Segun estos resultados es posible postular un me;anismo, en
el cual el Mg** interactta con un sitio especificco en 1la
proteina gque es topograficamente distinto a los sitios que
unen Ca®*. La unién del Mg®+ producirie un cambio
conformacional especificc en el sitio que une Ca®**. Puesto
que el ntmerc de Hill representia el limite inferior del
nimero de sitios que perticipan en la unién de Ca®*, lo mas
simple es penser gue el Hg‘* ‘desenmascara’ nuevoe sgitios
para Ca®* en le proteina, homélogos a los que existen en

susencia de Mg®“*.

Esta conclusitn también es valide pera el Hi®*. Este d1ién
potiva s6lo en presenciae de Ce®** en la solucién C€IS5. En
presencia de Hi®+ 150 pM en el lado CIS el Hy es 2,4 (+30
mV, dos membrenes) y en presencia de 500 pM el Hyw es 3,1
(+30 mV, dos membranas). En presencia de Ni¢* 500 pM en el

lado TRANS, el Ny es idéntico el controcl (sclmmente Ca®+* en
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la solucidn CIS).

La capacided de sumenter el numeroc de Hill no es unsa
propiedad exclusiva de los cationes Mg®* y HNi&*, Al
construir graficos de Hill pare lea activaecidén por €Ce®* en
presencia de los diferentes cetiones divalentes estudiados,
se encuentra gue el Cd®*, Cot* y Mn*-, tambhién son capsces
de aumentar significativemente el Hu. Estos resultedos se
muestran en le table II. Se observa que & una concentracién
de X#* de 150 pM o de 500 pM, +tanto el Mg®** como el Sr** no
aumentan HNu (se excluye el Fef*, puestic que sBe oxide); en
cambio, los iones Cd&+, Co®+ HNie+ ¥ HMne+ aumentan
pignificativamente Hs respecto al control. En el caesc del
Mgeé+, se empieze observar un aumento significetivo de Ny a

partir de una concentrecién de 2 mM.
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Teble II
Numeros de Hill para la activecién por Ca®*,
en presencia de cationes divelentes.

Xe~ 150 pM S00pH S mi
{control) Ca®* 1,4 a 2,3
Cde~+ 3,1 - -
Sr+* 2,0 2,0 -
Mn® 3,0 4,1 -
Co®* 2,9 3,6 -
Ni&~* 2,4 3,1 -
Mg®* 2,0 2,0 4,0

Esta tabls muestra gue las cationes divalentes capaces de
inducir un aumento en el numerc de Hill para la activacibdn
de Ca*®*, =on: Cd**, Mn**, Co**, Hi®+ y Hg®*+. ¥V = +30 mV.
También muestra que el sumento en Hy es dependiente de la
concentracién de X2+, Todos los Hy se obtuviercn a partir de
medides en diferentes cenales. El simbole *-" significs, que
no s=e reeslizé el experimento.
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Conclusidn.

Segun Jlos resulitados presentados para la activacién en
presencia de Ca®**, en el proceso de activacion por X¢* del
canal de K* mctivado por Ca®*, existen dos mecanismos: unién
del X&#* a un sitic especifico pare Ca®* (=2itic ‘C’; este
sitio estéd involucrado en la ebertura del canel) y unién a
un sitic alostericeo {(sitio ’M’; gque desenmasceraria nuevos
sitios especificos para Ca®*).

Los iones Sr&* y Ca®* se unirian séle &1 sitio ’'C’; los
icnes Mg®* y Ni2+* me unirisn sbéleo al sitic 'M’, y log iones

Cde+, Mne* y Ce®** interactuarien con ambeos sitios.
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L

|

| C) BLOQUEGS POR CATIONES DIVALENTES

| Ademés de encontrar que los cationes divelentes son

capaceg de activar el canal en ausencia o en presencia de

| Ca®* en la solucién, se encontré gue les cetiones divalentes
son caepaces de bloguear la via de conduccién del ceanal o de
digminuir lea fraccién del itiempcoc que el cenasl permanece en
el eztado abiertoa. Los experimentos de blogueo se realizaron

con el objetivo de averiguar si, en le proteina, el sitio de

bloguec estda eseparado del sitio de activacién. Estos
resultados se muestiran a8 continuascidn. Ademas se muestra el
efecto de algunos cationes trivelentes, sobre ia

conductancie del canal.

Blogueo de la corriente a8 través del canal.

Se encontré gue los cationes divalentes estudiados
pueden bloguear la corriente gue pasa a través del canal de
dos formas: blogueo de cinétice répida y bloqueo de cinética
lenta.

a}) blogueo de cinéticea rapida. Este_tipo de blaguec Jlo
inducen la wmaycria de los cationes divalentes y los dos
cationes trivaelentes estudiados.

En este +tipc de bloguec el tiempo de permenencia en el

.
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estado bloquesdo ee pequefio, y sBe produce una disminucién
aparente de la conductencia. Este disminucién es dependiente
del voltaje B través de la membrana (ver figura 14 y 15), vy
estad descrite por la siguiente expresién deriveda por

Woodhull (Woodhull, 1873):

I =1I,/7¢1 + [Bi/Kd(D)exp{=z&FV/RT) (7)

en que I es le corriente en presencie del blogueador, i, en
ausencia de éste, [Bl] la concentracién de blogueador, Kd{(0)
la constante de disociacién del blogueador del sitio de
ligamen a potencial cero, y zé la fraccién del potencial, V,
gque afecte la energis del ion bloguerpdor en el sitico de
ligamen. Si el potencial cae lineelmente e lo larqgo del
poro, una fraccioén del potencial equivale a una fraccién de
distancia, por lo gue el paréwetrc zé pe le llama cominmente
distancia electrica'c velencia efective de bloqueo; Usando
una linealizacién de le ecuacién 7 se obtuvieron los
parametros Kd{(0) y =26, los gue se muestran en ls table III.
Se aprecia gue los cationes trivelentes son los més potentes
coma bleoqueadorez de 1le conductancia. lL.La secuencia de
blogueo, segin el valor de RKd(0), es:

Th*+, Eu** > Ph&* > Cu®* > Hg®* > Cat* > Mnt*, Zn¥+, Fet+* >

Mg®#+ > Sr&#+. HNo se ocbservé dieminucién en la conductancia,

en presencie de los cetiones, Co®*, Sne&+, Hi®+, Baet=+.
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Controt
~ N 2
e T

Eu'® 120 uM

Figura 14
Blogueo de la corriente a través del canal
inducido por cationes trivalentes.

Registros de corriente & trevés del cenal de K* activade por
Ca** incorporado en una membrana de PE, en presencia de KC1
150 mM, MOPS-K 5 mM, pH 7 y [CaP*} = 15 pM (solucién
control). En presencia de Eu®* o Tb®* 120 pM en el lado CIS
ge observa que disminuye la conductancia del canal. E1
estade cerrado se sefiala mediante marcas a la izguierds de
los registros. El efecto de Tb** es idéntico al de Eu3+.
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Control

120
Eu”
CIS

-20 80

Figura 15
Bloqueo dependiente de voltaje
inducido por cationes trivalentes.

Curvas corriente en funcién del voltaje pare el control (ver
figura 14) y cuando se agrega Euw®* 120 pM en el ladoc CIS. Se
puede observar que el blogqueoc es dependiente del voltaje.
Las lineas continuae corresponden & un ajuste visual de los
puntos. No se observe bloguec a peotenciasles negativos.
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Tabla III
Blogueo de cinética rapida para cationes divelentes.

Catién divalente Concentracién

Xe - [X2+1 (mM) Kd(0) (mM) zé
Tb**, Eu®"* 0,06 - 0,20 0, 045 0, 48
Pb®+ 0,06 - 0,18 0, 40 o, 34
Cu®~* O,iO 0,60 0, 30
Hg®* 0, 06 0,74 0,31
Ca®* 0,10 - 5,00 1,80 0, 40
Mn®* 0,20 - 3,00 4, 00 0, 35
Zn®* 0,70 5,10 0, 30
Fet +: 0,20 - 3,00 8, 40 0, 42
Mg®* 2,00 - 50,0 25,00 0, 35
Sr** 0,20 - 7,00 90,00 0, 40

Esta tabla muestrae el bloqueo réapido inducido por cationes
divalentes, cuando estan presentes en el lado CIS en el
rango de concentraciones que se indican. Los pearametros
Kd(0O) y zé se obtuvieron s partir de una linealizacién de la
ecuacién 7.
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Se observa que para los cationes divalentes, el valor pares
la wvelencie efectiva de blogueo es wuy similar, siendo el
valor promedio iguasl & 0,35 =+ 0O, 05. En el casc de los
cationes trivelentes éste es mayor e igual & O, 48. Sin
embargo, la distencia eléctrica, 6, para los diferentes
cationes divalentes y trivalentes es muy similaer. Este tiene

un valor promedioc igual a 0,17 + 0O, 02.

b) blogueo de cinética lenta. En este caso es posible
visualizar Jlargos periodos en gque el canal permanece
cerrado.

Presentan este tipo de bloqueo los iones: Ce®t+, Ba®*+, Srt+,k
Pb® + (ver figura 16 B), Zn®t*+* y Cd*-+. El Ba®* es

aparentemente el wmas efectivo en inducir este tipeo de
blogueo (Kp (aparente) = 3 x 10-¢ M, Vergara vy Latorre

(1983)).

Disminucién de P..

Se encontré gue elgunos cationes divalentes son capaces
de disminuir le fraeccién de tiempo que el canal permanece en
el estado abierto, Pe s Se observé gue los cationes, Cute~+,
75 s 3l y Hg®*+, cuando se agregen &l lado citoplssmatico del
canal, disminuyen el numerc de canales presentes en le

membrana sin inducir un blogueo lento (figura 16 A). En el
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Figura 16
Efecto de los iones Zn®* y Phe-+,

Loe cationes Cu®**, Hg®*, Pb** ¥y Zn®** no activan tanto en
presencia como ausencia de Ce®* en la solucién. Todos
afectan la cinética de abertura y cierre {cuando se los
agrega en, el lado CIS, pero no por el lado TRANS) vy
conductancia del canal. Se muestran dos ejemplos en esta
figura.

A. Efecto de Zn** sobre el ledo CIS del canal. Ern el control
| hay 4 canales en la membrana, V = +40 mV, {Ca®*1 = 50 phN,
‘ KCl 200 mM. Con 300 pM se observa gque disminuye el numerpo de
|

I

canales en la membrana a 2. Con 700 pM précticamente no se
cbservan transiciones. :
B. El1 Pb** tiene un efecto similar: baja Pa.

s
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caso del Hg® * (a partir de ~50 uM) y Zn®* (en
concentraciones mayores & 600 uM) el efecto es irreversible,
es decir, al levar el lado CIS con lea solucién control (Ein
X®*), no se recupera le actividad del canal.

El efecto del Cu®* y del Zn®* ese dependiente de la
concentracién de Ce®* presente en el lado CIS: & medida que
aumenta le [Ce?*] disminuye graduslmente el efecto inducido
por estos cetiones. El efecto de Hg®* es independiente de la

[(Ca®*].

Conclusién.

Los resultados de blogqueo de la corriente e través del
canal inducido por cetiones divaelentes, sugieren gque el
sitio de blogueo para éstos iones estéd separaedo fisicamente
del sitic de ectivacién en la proteina. Ademés, considerando
la secuencia de blogueo es posible efirmer gue, el sitio de
blogueco tiene caracteristices fisicoquimicas muy diferentes
el las del sitio de ectivacién.

Los resultados de los cetiones divalentes capaces de
disminuir Pp, sugieren gque éstos iones son capaces de
interactuar con el seitio de activacién, sin activar el

canal.
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DISCUSION

La discusién ge dividira en do= partes, en las cuales se
digcutiran los modeleos que sean capeces de explicar 1le
activagién por los diferentes cationes divelentes tanto en
ausencia y presencie de calcio:

a) Un modelo pere le selectivided de le activacién.

b} Un modelo pare le activacién en presencia de celcio.

A) UN MODELO PARA LA SELECTIVIDAD DE LA ACTIVACION.

EX propésito de esta seccidn es construir un modelo
para el sitio de unién de Ca** en canasl de K* activade por
Ca2+, basado solamente 'en interececiones electrostaticas
entre cationes divalentes y un sitic de unién, gue de cuente
de la secuencia de msctivecién observads. Este tipo de
modelos se hen eaplicedo exitosamente pare explicar 1la
selectividad idiénica de electrodos de vidrig, ionéforos
artificiales, canales iénicos ¥y membranas biolégicas.
{Eisenman y Krasne, 1975; Diamond y Wright, 1969; HNachsen,

1985). El modelo se construira sobre Jla base de los

resultados de la selectividad del sitic gue une Ca®+.
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Puesto que los resultedez obtenidos en este tesis no
permiten concluir sobre si los sitios que unen celcio en el
canal de K* activado por Ce®* son idénticos o distintes, la
secuencia de activeciédn observadas se considerars, en este

tretamiento, como le originada por un s=itio que lige Ca®*.

Activacidén en funcidén del radio iénico.

Los resultados de la selectividad del sitic de unién de Ca®*
nuestran que la secuencia de activacidn del canal para los

‘diferentes cationes divalentes estudiados es=:
Ca®* > Cdz* > Srt* > Mn®+ > Fet* > Cot*.

La figura 17 muestra la activacién relativa al Ca®* en
funcion del radio iénicc cristalino de lo= cationes
divalentes. La activacién relativa ge calcula de la
concentracidén de Ca®* necesaria para obtener la misma curva
de P. en funcidén del voltaje que Be observa para unsa
concentracién de X2* igual a 200 pM (figura 7). Por ejemplo,
es necesaria una concentracidn de Cde-, gue es
aproximadamente 100 veces wmayor gque la de Ca®* para obtener

el mismo P, &8 un mismo voltaje. Segun este grafico, la

efectividad para activar el canal para los distintos
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Figurs 17
Activacién en funcidén del radio idnico.

Activacién en ausencie de Ca®* en la solucién CIS en funcién
del radio idénico de Pasuling. Los datos se +tomaron del
grafico 7. [X®2*]J = 200 nM.

La concentracién de calcio, [Ca%*1]-, gue aparece en Jla
ordenada es la necesaria para cbtener la misma curva de P,
ve. voltaje que se obtiene a una concentracién de X+ igual

a 200 pM. Se mnwuestran también los cationes divelentes
incapaces de activar el canal.
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cationes divalentes ems: Ca®* (1) > Cd=* (6,013 > ©Sr®*
{0, 005 > Mn®*+ (0,0014) > Fe®+* (0,001} > Co®+* (0,0004),

En esta figura se observa ademas, que los cationes
divalentes més efectivose en activar el canal (Cd®* y Sr*+)
tienen un radio cercano al del Ca®*, Se puede afirmar gue
loe cationes divalentes cuyc radio iénico esta comprendido
entre 0,072 nm (Ce®*}) y 0,113 nm (Sr**) son capaces de
activar el canal. En otras palabras, loe cationes divalentes
que tienen radios mencres a 0,072 nm sgon muy pequefics para
lograr una interaccién eficiente con el sitio que une Ca®* y
loz cationes cuyps radios son mayores a 0,113 nm, no
penetran en el sitio. Los cetiones divalentes incepsces de
activar el canal, tienen un didametro iénico igual o mayor al
range sefialado. Por lo tante, este grdfico da una nocién del
diametro del sitio que liga Ca®* en esta proteina. Este
gitic tendria un didametroc de aproximadamente G, 20 nm.

Esto Gltimo, se puede interpretar de la siguiente manera:

El Ca®+ tiene un didmetro tal, gue hace contactoc con todos
loe grupose aniénicos que conforman el sitie, lograndeo una
interaccién eficiente. A medida gque el radioc de lose cationes
divalentes disminuye respecto al Ca®-*, éstos interactaan
cada vez menos eficientemente con el sitioc porque no pueden
egtar en contacto con todoe los grupos aniénicos. En cambio,

a medida gque el radio de los cetionee divalentes aumenta
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regpecto al Ca®*, no se logra un contacto con los esitios

aniénicos, porque el ién no puede entrar en el sitio.

Aunque estoe resultados indican 4 una caracteristica
importante del =sitio que une Ca®*, no es posible deducir
otroe aspectos estructurales que permitan explicar la
secuencia de selectividad encontrada. itilizando, entonces,
la teoria de selectividad de membranas expuesta en le
introduccién, ge intentdé obtener informacién acerca de la
estructura de los grupos involucrados en el ligamen de Ca®-*

en este canazal.
El modelo.

Se usarsd un modelo electrostatice simple, que conesiste
en dos sitios hipotéticos aniénicos monovalentes, de redio
re, separados por une distanciae D.

Las energies de interaccién se supondrén de origen solamente
electrostatico, esto es, derivadas de le ley de Coulombh. Per
lo tanto, en este modelo se considerarén a los catiénes vy
aniénes como simples esferss con un centro de cerge puntual
{es decir, se congideraran como esferas rigidas no
polarizables y con distribucién de carge uniformel). En
consecuencia, en el +tratamiento tedrico, se usaréan los

cationes divaelentes dque pertenecen 8 una wmisme familie
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guimica (del mismo grupeo en la tabla periédica) puesto que
tienen propiedades fisices y quimicas sewmejantes, por lo que
esta simplificacién es razcnable. Por ejemplo, en cuanto =
las interacciones con el asgue o anitnes individuales, los
cationee &slcalino-térrecs pueden considererse como esferas
rigidas, que difieren solemente en sgu radio iénico. En estos
cationes le energie de hidratecién depende en forma
inversamente lineal con el radic idénico {(figure 2}.

En este tratemiento, las energias de intersccidn se
considererén iguales a las energies libres de interaccién,
dado gque los cambios entrépicos debide a 1la interaccién
entre iénes son despreciables (Eisenman, 1962; Truesdell y
Christ, 1967).

Finalmente, para atin mayor simplicidad, le constante
dieléctrice del medic en el cual interactien los iones, =e

supondra igusl & 1la del vecio (€ = 1),

Aplicacién del modelo a los cationes elcalino-térreos.

Las sSecuencies de ectivaciéan del canel encontradas

experimentelmente son:

Ca®+* > Sr&+ >> Mg®*+, Be®* {(grupo IIA),

FPara encontrer el valor de los perametros estructurales en

el modelo electrostatice {estos son, D {(espaciamientoc entre
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los grupos anibénicos wmonovalentes) y rs (radioco de estos
grupos)), se calculé la energia libre de unién de 1los
diferentes cationes divalentes al sitic en funcién de r, y

D, usando las ecuscicnes S y 6 del Apéndice A.

Loe resultedos de estose célculos se muestran en le figura

18, en le que se ha graficedo la diferencia de energias para
el reemplazo del Ce** por los diferentes cationes
divalentes.

Se observa que la funcién es diferente para cada catién
divalente, y las lineas se cruzan en varios puntos,
originandc siete secuencias distintas. El ién con el menor
valor parsa LA Uca-n se uniréda maés fuertemente gl sitio
anidénico.

Esta figura muestra, también, gque el valor de los parametros
es sumamente critico: pequefioe cambios en D o ry (0,005 nm)
eltera le secuencie de afinideaed predicha por el wmodelo pa;a

los cetiones elcalino-térreos.

En le teble IV se muestra que, para obtener la secuenciea
experimental, Ca®* > &Sr#+ >> Ba®*+, Mg®*, es necesario
modelar el sitio de unién como consistente de al menos dos
aniones, de radio 0,025 - 0,100 nm, Yy con un espacisdo de
0,200 - 0,214 nw. Fuera de este intervalo no se puede

predecir la secuencie observada.
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Energia de unién entre los diferentes cationes divalentes
alcalino-térreos y dos sitios hipotéticos de carga -1,

referida al Caz*+.

Energia libre de intercambio, AUy-:., paras le reaccién:

CaSg + X% &= X5, + Ca®*, en funcién del radio iénice del
anidn, 1 (en angstrom}. Las energias libres se calcularon
usando las ecuscidénes 5 - 7 del apéndice A. A) D = 1,1 3; B}
D = 2,14 € D=2154 Las lineas verticales en cada
grupo de isotermas, indican los limites pars las secuencias
de selectividad. Se usaron los radios iénicos de Pauling V4
las energias de hidratacién de Marcus y Kertes (1969). (Ver
tabla VI, Apéndice A). :
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Tabla IV
Radioc de los dos grupos aniénicos (rs)
en funcién del espaciamiento (D).

D (nm) rs (nm)

Grupo IIA Grupc IIA’
0, 190 no 0,016 - o
0, 205 0,045 - 0,098 0,018 - o
0, 210 0,030 - 0,072 0,024 - o
0,214 0,025 - 0,026 0,026 - o
0, 216 no 0,027 - o

Esta tabla muestra el rango para rs y D en gque se puede

obtener la secuencie de afinidad experimental. Estas son,
para el grupo II1A: Ce®** > Sr®** > Mg**, Ba®** y para el grupo
IIA’: Cd®* > Hgt*, Zn®**. Se observa que para el grupo IIA,

pequefias variaciones (0,005 nm) en la distancia entre los
sitios &aniénicos producen fuertes cambios en el rango para
rs ©n que se obtiene la secuencie experimental. "no" indica
gue no se cbtiene ls secuencia experimental e "o" indica que
se obtiene la secuencia experimental para distancias muy
grandes. Se usaron los radios de Pauling y las energias de
hidratacién de Marcus y Kertes (1969) (ver Apéndice A, tabla
VI).
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Si el especiamiento tiende a cerco (el sitio consiste en un
anién divalente) o a infinito (el sitio consiste en sélo un
enién monovalente), no es posible predecir la secuencie
experimental.

La secuencias observada, para el ligamen de los cationes
elcalino-térreos &l sitio gue une Ca®* en el canal, indica
que éste tiene ligendos capaces de generar un campo

eléctrico intermedio, ni fuerte ni débil.

Aplicacién del wodelo al grupo IIA’.

La figura 19 muestra el resultado de graficar 1lsa
energie de unién pare los cetiones divalentes gque pertenecen
al grupo IIA’, referide el Cd®-*. En este caso, los
intervalos para 1rs y D en el cusl es posible predecir la
secuencia de sctivaecién experimentel, Cd®* >> Hg®*, Zn®t*, es

muy amplia: ry > 0,01 y D 2 O (tabls IV).

En conclusién, el intervalo de velores de ry y D en el
cual es posible predecir la secuencia experimental pars el
grupo del Ca®*, también es el adecuadoc para predecir la
secuencia experimental pare el grupo del Cd#-.

Entonces, se puede concluir gue el wmodelo describe
adecuadamente la selectividad de lose grupos IIA y IIA’, para
valores de rg en el intervalo de 0,026 & 0,100 nm, y parsa

valores de D en el intervelo de 0,200 & 0,214 nm.
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Energia de unién entre los diferentes cetiones divalentes
del grupc IIA’ y dos sitios hipotéticos de carga -1,
referida al Cde-.

Energia libre de intercambio, AUx.:s, para ls reaccién:

CdS, + X2+ &= XS, + Cd®**, en funcidn del radio iénico del
anibén, rs (en angstirom). Las energiass libres se calcularon
usando las ecuacidénes 5 - 7. A D= 1,1 X; B D= 2,1 K; C)
P = 2,15 £. Las lineas verticales en cada grupo de
isotermas, indican los limites pare las secuencias de
selectividad. Se usaron los radios iénicos de Pauling y las
energias de hidratacién de Marcus y Kertes (1969). (Ver tabls

viz.
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(:Tienen sentido los parametros estimados por el wodelo 7

¢ Son rezonebles los velores estimados para las energias de

unién?. Existen por lo menos dos razones Qque permiten
afirmar gue las energias de unidén son muy grandes. Estas
son:

a) Las energias de intercambic wostradas calculadas del
modelc son mucho mayores gque las que se pueden deducir de
los detoes experimwmentales (Kp obtenides & partir de la figura
8). Por ejemplo, la constante de disociacién del Ca®* es
aproximadamente 1x10-¢ M; puestc que AUs,-ca = - RT 1n
Kp (Ca)/Kp (Sr) = +38 kcal/mol, esto implicaerise unas constante
de disociecién muy peqgquefia para el Sr&#* (Te-%°),

Eisenman, 1962, mostré gque la magnitud (pero no 1lea
secuencia) en la selectividad es dependiente de le
hidretacién del sitic de unién. Se ha supuesto, en el
tratamiento anterior, gue la constente dieléctrice es igual
a la del vacioc (€ = 1). Si se supone gue las intersacciones
entre el catién vy el sitio de unién se establecen en un
medic pearcielmente hidratado, las energies de intercawmbio
seran menores, puesto gue dependen inversamente de la
constante dieléctrice (ley de Coulomb).

b) El orden de magnitud de la repulsién electrostatica gque
deben experimentar dos aniones en un medic de baja constante

dieléctricsa, es muy grande: en un medio de constante
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dieléctrica igual al vecio, el potencial eléctrico a une
distancia de 0,2 nm de une cargse negative esg de alrededor de
+4 wolts (1). En cembia, £i le conetante dieléctrica es

semejante 2 la del mgue (80) el potencial es igual s <60 mV.

Se puede concluir gque la interaccidén entre el catién
divalente y el sitio de unién se establece en un medio

parcislmente hidratado.

La pregunte gue sigue es: ;son razonables los valores
estimados para 1rs y D?. Como se mostrera 8 continuacién,
aparentemente le respuesta es si. 8Si Be considera el radio
de los atomes de oxigeno, fésforo a azufre, unidos
covalentemente &8 un atomo de cerbono se encuentra gue estos
tienen un valor cercanoc sl estimadeo (0,07, 0,102 y 6,104 nm
respectivamentel.
lLa distancim entre los grupos cargados estimada es de
aproxXximadamente 0,2 nm; con distancias wmayores no es posible
predecir la secuencia de activecién experimentel. Segin este
modelo el 3dion €Ce** tomeries contacto con ambos grupos
cargadaos. Einspehr y Bugg (1977) {(con base en estudios
espectroscépicos de estructuras oristgslinas que ligan Cef*)
concluyen gque la distencie promedio de contacto entre el
Ca®?+ y atomos oxigenos de grupos cerbaxilos o carbonilos es

de emlrededor 0,2 nm (para numero de coordinacién igual a
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seis). Egto ultimo implicaria un espaciamiento entre grupos
cargados igusl a 0,4 nm, gue es el doble al estimado por el
modelo., Este diferencia probablemente es un reflejo de 1a
sobresimplificacién &1 suponer un modelo cen solamente dos
cargas. Al exiptir wmas de dos cergas, le fuerza de
interaccién serim mayocr. Es posible lograr que en un modelo
de més de dos cargas la fuerza de interaccién sea igusl a la
de un modelo de wméds de dos carges, aumentando el

espaciamiento entre las cargas anibdnicas.

Prediccién del grupe guimico.

Existe informacién mcerce de las ceracteristicas de los
ligandoge gque unen Ca®* que permiten sacar conclusiones
acerca del grupo quimico mas comin gue perticiparia en la
unién de Ce®*, Las evidencias son:

- Willigms {(Williems y col, 1959; Williesms, 1978) sefirla que
los iones Ce®+, Sr&+, Mgf+ ¥ Mn®+ se relmcionan en el hecho
de gue prefieren el oxigeno como donador de electrones; en
cambic los idicnes (Cd&-+, Znt* Cu2+ y Pbe- prefieren a8l
nitrégeno como donador de electrones.

- Eisenman vy Kresne {(1975) y Simon y Morf (1973) concluyen
gue el oxigeno del enlece cerbonile o© carboxilo, es un
ligando aniénico que es de fuerze de campo intermedia (y por

lo tantc genera las secuencias de selectividad III, IV para
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cationes divalentes).

- Leavis y Gergely (1984) concluyen con base en las
secuencias de aminoécidos de las regiones gue ligan Ca®* en
diferentes proteinas que unen fuertemente el Ce®** que, los
ligandos que unen Ce®** son grupos carboxilos (dos o méas) vy
grupoe carbonilos del enlasce peptidico.

- Einspahr y Buagg (1877) concluyen con base en datos
cristalograficos, espectroscépicos ¥y quimicos de 60
estructuras cristaelines, que los ligandos més comunes que
participan en la unién de celcio a proteinas son los grupos

carbonilos y carboxilos.

Segun esta evidencia, es posible postular que los grupos
quimicos que participarian en la unién de calcio en el sitio
que une Ca®* en esta proteina son carboxilos y carbonilos.
Si consideramos el redio del oxigeno unido covealentemente
(p.ej. @ un atomo de carbonoc) encontramos que: el radioc del
atomo de oxigenc en el enlace simple es 0,074 nmy en el
enlace doble es 0,062 nm (Pauling, 1967). Estose detos
concuerdan bien con lo gue predice el modelo propuesto para

el sitio que une Ce®®* (ry = 0,026 & 0,100 nm).
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Aplicmacién del modelo a todos los cationes divalentes.

El wmodelo +trate los i1iones como cargaes puntuales
encerredes en una esfere de redio rx. Esta esimplificacién
parece ser valida pare el traetamiento de la selectividad de
iones de un mismo grupo. En este parte de la discusién =se
vera Bi es posible generalizar el tretamiento pera todos los
cationes divelentes estudiedos (aungue, dade la simplicidad
del modelo, es poco probable lograr predecir la secuencia de

activacién experimental para todos los cationes diva?&ntes).

Se usaron diferentes pares de vealores para D ¥y rs (siempre
en los intervalos mostrados en le tabla 1IV), con el objetivo
de lograr predecir la secuencies de activacién pera los
diferentes cationes divalentes capaces de activar el cansl.
Se encontré gue el modelo gue mejor describe los resulitados
(tantoc de los cationes capaces de activar y de los gue no lo
hacen), contiene dos sitios de ligawmen de radio 0,06 nm ¥y
espaciedeos en 0,200 nm.

La figura 20, muestra el resultado de graficar las diferenciea

entre la energia de interaccién y la energis de hidratscién

para los diferentes cationes divalentes estudiados. La
diferencie entre ambes curves, A Fi-g = Bu,_“go - _AU,-;,
indica le selecitividad en la unién: mientras menor seas el

valor de b!Fx-,, mas fuerte sera la unién del catién

X
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divalente con los sitios aniénicos. Se observa gque el valor
de AFx-» predicho por el wmodelo, pera los diferentes
cationee divaelentes, es wmenor gue cero. Esto implice que,

segun el modelo, todos los cationes divalentes estudiados se

deberian unir mejor con el sitio gque con el agua. Sin
embargo, como ya se discutid (pag. 76) es probable que los
valores de ﬁ Fy-s estimados por el modelc sean bastante

menores en magnitud e inclusc eslgunos mayores a cero, si se

considera la constante dieléctrice del wmedio.

Cationes cepaces de activar el canal.

Considerandoc solamente los cationes divalentes capaces de

activar el canal, se observe que el modelo no es capaz de
predecir la secuencia de activacién experimental. La
secuencia predicha es: Ca®* > Sr®* > Mn®** > Cd®* > Fe®* >

Co®*, mientras que la experimentel fué: Cea®** > Cd** > Sr&¢* >
Mn&¢+* > Fe®#* > Co®*.

Existen &al menos dos limiteciones del modeloc que permiten
explicar la discrepancia entre la predicciéon del wodelo vy
loe resultados experimentales.

i) El wmodelc no considere interaccidénes no electrostaticas,
que pueden ser importantes. En el modelo se consideran a los
iénes y a&tomos de los grupos guimicos como gimples esieras
cargadas. Esta simplificacién se aprecia cuando se comparan

la magnitud en le selectividad entre los cationes alcalino-
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térreose y loe cationes divalentes de transicién (Cd®+, Mn2+,

Fe*+, Cpt*). En general en los metales de traneicién las

capas de electrones exteriores son "blandas" (i.e. son
deformables), tienen asimetria en los orbitales
electrénicos, ¥y la propiedad de polarizar los grupos
donantes en el sitioc de ligewen. Estos Ifactores pueden

aunmenter las energises de intersccién pere los meteles de
transicién cuandeo se los compare con log cetiones alcalino-
térreps. Es decir, el modelo ’“subestima’ la interaccién de
los metales de transicién con el sitio.

ii) El mcodelec no considere que elgunos cationes divalentes
son capaces de inducir un aumentoc en el numero de Hill, peara
lae mctivacién por Ca®**. Lo cetiones divalente= mas
efectivos son, Cdé+*, Mn®*+* y Co®* {(tabla 1I). Por otre parte,
el Cde+ es el catién que tiene el Ny mas alto, para ls

activacién en susencia de Cg®* (figura 9).

Los dos factores mencionados, tienden & aumentar l=a
ectivacién teérica por el Cd®+*, haciendo la sBecuencia de
activacién teérica mas parecida a la encontrada
experimentalmente.

En resumen, el wmodelo es incepaz de predecir la
secuencia observada porgue no considera interacciénes no
electrostétices, ¥y +tempoco considera otros mecanismos de

activacién del canal.
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Cationes incapaces de activar el canal.

Le figura 20, también muestre lo que predice el modelo para
log cationes divalentes incapsces de activar el canal. Se
encaontré, experimentalmente que, los cationes Mg®**, Ni®-,
Cu®*, Zn®+, Pbt*, y Bae®** nc activan el canal, en ausencia de
Ca®-.

Segun el meodelo el Mg®* deberia intercembiarse con el Ca®*
ten bien como el Mn®* y el Ba®* semejente 8l Fe?2-+, Es
evidente que no es posible considerar a los iones como
simples esferes cargadas. Si fueras asi, la energis libre de
hidratacién deberia ser funcibn excl;siva del dinversc del
radio iénico. De acuerdo v la figurs 20 {(linea discontinusa
gruesa), es claroc gque la energia de hidratacién depende de

otros factores (p.ej. momento dipolar, polarizabilidad).

Zn®+, Cuf+ y Hg®-.

El catién divalente con el menor redio idnico capaz de
activar el cenal es el Cof*. El1 modelo predice que el Zn** y
el Cu®?* deberian unirse mejor gue el Co®-*. Esto sugiere gue
estos cationes divalentes son capeces de unirse al sitic de
activacién, sin activar el canal. Segtn esto, el Zn** y el
Cu®* deberien competir con el Ca®* en la activacién del
canal. Lg evidencis experimentel indica que esto es cierto:

estos cationes dismiauyen Py, de maneras competitiva con el
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Ca®-,

En el casc de Hg** este efectoc es independiente de 1la
concentrecidédn de Ca®*. Es prabable que el Hg®* se una a un
gitio aniénico no especifico en le proteina, produciendo un

cambio conformaciocnal irreversible.
Predicciénes del wmodelo para otros cationes.

Cationes trivalentes.

Ee interesante notar que existen cationes de velencia 3 gue
tienen . un radic diénico similar al Ca®*, Eu** (0,104 nm) y
Th3+ (0, 102 nm). Ei model; predice que, considerando las
energiazs totales de unién ¢ AFx-a), loe cationes trivalentes
se deberien unir fuertewente (ires veces mas fuerte gue el
Ca2*).

Se encontrdéd que los cetiones trivelentes no activan en
ausgencies de Ca®*. Egia discrepancia puede ser expliceda con
base en los resultados en presencia de Ca®+, Estos cetiones
son potentes blogquesdores de la conductencia del canel
{(figura 15). De acuerdo a un simple wmodelo de blogueo en que
el blogueedor se une s6ilo Bl estado abierto (4), induciendo
un estado blogueado (B):

C— A= B,

el blogueador deberia disminuir el tiempo medio que el canal
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permenece en el estedo abierto pero =in alterer el ‘tiempo
medic en el estado cerrado (Woodhull, 1973). Suponiendo que
log cationes trivalentes son capaces de unirse al sitio que
une Ca®* y activer el canal, 1ls cinética de abertura vy
cierre va a tener componentes de activacién y de blogueo.
Por lo tante eunque los cetiones trivalentes sean capaces de
activar, no observaremos transiciones al estedo abierto del
canal, porque se bloguea de inmedieto.

También es posible que estos cationes se unan fuertemente al
sitio de activacién y no activen el casnal, porque tienen

caracteristicas quimicas distintes a8 la del Ce®"*.

Cationes monovelentes.

Seguin el modelo los cetiones menovalentes NHa* (0,380 nm) vy
K* (0,133 nm), deberian unirse débilmente a2l =sitic de unién
{semejante al Mne®+). El1 B+ (OHy+, 0,135 nm) deberia unirse
fuertemente al sitio {(semejante al Ca®+).

En este +trebajo no se estudié el efecto de cetiones
monovalentes tantc en ausencia comc presencie de Ce2*. Pero
las predicciones pare estos cationes parecen cumplirse,
segin los resultedos de trebajos reaslizados en presencia de
Cae** en este cenal (Ha*, Haranjo {(resultedos no publicados);
K*, Vergera (1883); H*, Cook y col. (1984) vy Leurido
{(resultados no publicades)). Todos estos icones disminuyen P.

(Na* y K* en concentreciones mM y H* en conceniraciones npM),
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por el lado CIS y no por el ladoc TRANS del canel (por lo
menos K* y H*), probeblenente compitiendo con el Ce®* en el
procesc de ectivacion.

Une prediceién aun no comprobade del modelo, se relaciona
con el pH. Ees probable que los protcones tomen contacto con
los grupos aniénicos que participan en la union de Ca®+,
reduciende =asi la cargs negative efectiva gue siente un
catién divalente {efecto pantallel). Por lc tanto, al bajar
el pH deberia cambiar le secuencia de selectivided del
canal, gl disminuir e fuerzs del campo eléctrico en 1los
sitieos aniénicos, =2 una secuentia de cempo mas deébil (i.e.,

secuencis I: Ba®* > Sr&* > Caf* > Mge+).

En resumen:

- Los cationes monovalentes se unen el sitio de activecién,
perce no sctiven el canal porque tienen una carga eléctrica
menor a la del Ca®*.

- Es probeble que los cationes trivalentes Be unen
fuertemente 8l esitio de activecidén pero no se observe
activacién porque también se unen fuertemente & un sitic en

le via de conduccion de iocnes K+.
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Comparacién con otros modelos.

Un wmodelo wmuy semejante 2l usado agqui fué usedo por
Hacheen, 1984, para explicar les selectividad de la
inhibicién por caticones divalentes y trivelentes de los
fiujos de celcio en sinaptosomas de cerebro de rata. Nachsen
usé la misma serie de cationes divalentes a la usada en este
trebajo, Yy el mismo tratamientc teérico. Este autor llegté &
las giguientes conclusiones:

- los bloguedores inhiben el influjo de **Ca®* debido a gque
compiten con el Ca** por un sitic que participa en le
conduccién de ceticnes divalentes, en el canel de calecio,

- la secuencia de efectividead de bloqueo pera los cationes
alcelino-térreos es: Ca®* > Ba®** > SreE+ > Mg®* (esta
Becuencia corresponde a la secuencia de selectividad V de la
segunda columne de la tabla V del apéndice A),

- con bese en la secuencia de selectividad pare lose cationes
del grupo IIA, este asutor concluye gue el sitio consiste en
dos eniones de 0,1 nm de radio con una seperacidén de 0,2 nm.
Este modelo no predice la secuencia de unién observada pars

los metales de transicidn.

Es poeible concluir, que el modelo usadoe no es
completo. Este modelo predice que mieniras mas pequefio es el

catién més fuertemente e upiré B unc de los grupos
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aniénicos {(ver figura 20, linea punteada final}. Claramente,
esto nc es correcto puesto gue, independiente del valor del
espaciamiento y del radio de los grupos, el wodelo sera
incapaz de generar le - secuencia encontrada
experimentalmente. Esto se debe sl supcner Jlos cationes
divalentes como esferas con toda le cerges eléctrica en su
centro.

Un modelo wmas reeliste debe suponer gque Jlos cationes
divalentes més pequefioe que el cemlcio, deben interactuar méas
débilmente que el calcio con el sitio. En este modelo =e
debe suponer que el cetién es una esfera con distribucién no
uniforme, es decir, debe considererse como una esfere con
varios puntos de coordinacién en su superficie (el numero de
coordinacién para el Ce** es iguel a 6: puede establecer
seig enlaces coordinados, con una geometrias octehedrical.

De este manersa, el catién capez de interectusr en forma
eficiente con los grupocs cargedos, es aguel gue tiene un

radio tel que contacits con todos ellos.

Aungue esgte dltimo modelo es wmas correcto, es bastante mas

complejo, y por este rezén no se usars en este tesis.
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Troponina C.

En eeta etapa de ls diecusién es importente introducir
8 la troponina C, puesto que en cuanic a su unién de Ca®*
esta proteine tiene caracteristicas semejantes el canal de
K* s8activedo por Cef*. Le +troponina C es le subunided
receptora de Ca** de la troponina (proteina gue participa en
el wmecenismo de la contraceién del misculo esquelético de
vertebrados).
Esta proteina que une Ca®* tiene le siguiente secuencia de
unién para cetionese divelentes: Ca®* > Cd&+ > Sr&*+ > Pb**+ >
Mnt+ (resultesdos para el intercambic de *3Ca%®* {unido a
troponina C) en presencis de X2* a 0,1 wnlN, pH 7; Fuchs,
19713, Este autor encontré gque el intercambio no es
gignificetive pare los iones: Co®**, Ni&t+, Bat+, Mget+* y Zno+,
El grafico para el % de 45Ca®" intercamhiado en funcién del
radio idénico es muy similer al grafico 18. Ademas, el mismo
autor encontré que los iaones lanténideos trivelentes tienen
una efinidad relativa similar a la del {d®* y Sr&=+, ¥y los
cationes monovalentes alcalinos (K+, Na*) précticamente no
desplezen al Ca** del sitio receptor.
Estos resultados son muy similares & los obtenidos en este
trabajo para el canal de K* activadeo por Ca®*, con excepcidén
del PbhF+* y los cetiones trivelentes (no se puede descartar

que estos iones se unan el sitieo que une Ce®** en el cenel,
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perc sean incapeces de activar).

La calmoduline es otra proteina gque une calcio, con
caracteristicae semejentes. Este proteina une los cationes
divaelentes Ca®**, Cd®* y Sr®*, pero no une loe ceticnes Mg+
y Ba®** (Klee y col, 1980).

Es posible entoncese pestuler que el sitic receptor de Ca2*
en estes proteines y en &l canel de K* activede por Ca®*+,
tienen ceracteristicas fisicoquimicas muy semejentes (ademés
le constante de afinided sperente paras Cs®** s pH 7,0, pare
estas proteines es 1 x 10-¢ HM). De estazs proteinas se
conoce las secuencie de aminoécidos e inclusoc se ha podido
construir la posible estructurse iridimensional {(Leavis vy
Gergely, 1984). La secuencie de aminodcidos de le troponinal
GE? de conejo, revels que eszsta coneiste de una cadena
polipeptidica de 159 residuos (17846 delton), y gue posee
cuatrao regiones homélogas en la secuencia que
corresponderien 8 los cusiro sitios gue unen Ce?+, los
cuales tambhién son homdélogos 8 regiones simileres descritas
en otro grupo de proteinas gue unen Ca®+* (parvalbaminas,
calmodulinas). La regién que participa en le unién de Ca®+
tiene glto contenido de residucos acidicos, siendo el residuc
del &cido glutamico el mas frecuente. .Segﬁn el modelo de
Kretsinger (Kretsinger y Nockeolds, 1573; Tufty y Kretsinger,
1975), el Ca®** se uniria a un ’bolsillo’ de esta regidn,

interactuendoe con seis &tomos de oxigenc (el Ca®* mantiene
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una geometria de coordinacién octahédrica en Bolucién

acuose) provenientes dehgrupos carboxileog de los residuos de
aipar ™ e

acido glutamico y glutémico. Este modelo eparentemente e=s

valido pera todas las proteinas que unen Ce®* (Leavis vy

Gergely, 1984).

Ubicacién fisica del receptor para Ca®** en el cenal.

Moczydlowski y Latorre {(1983a) proponen que la =zona
fisica para los sitios que unen Ca®* ez distente & la boce
de acceso y & le vie de conduccién pare los iones K*.
Comparando la dependencie de ls cinética de activacién a le
ECa®*3 y la dependencia de la conductencie a la [K*3J, al
incorporar el canal en membranas con lipidos cargados vy
membranas con lipidos neutros, encontraron gue lo= sitios
gue ligan Ca?* gon més sensibles al potencial de superficie
gue los sitios de conduccién de K* (Moczydlowski y col,
1985). Estco sugiere que los sitios de activacién por Ca®-+
estéan mas cercanos & las cabezes de fosfolipidos que los
sitios de conduccién de K-+, ¥ por lo tanto implica que =son
zonas separadas en ls proteina.

Los resuvlitados de blogqueo de este canal por cationes
divalentes concuerdan coen esta idea, puesto que la
selectividad pera la union de cationes divalentes del gitio

en la via de conduccién del canal (secuencia VI) es= muy
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distinta el eitio de activecién por Ce?* {secuencia 1IV}.
Esta evidencia indica gue el receptor de Ce®* estd separado

de lea via de conduccién de iones K*.

Comparacién con otros canales de K* activedos por Ca®*.

Como se mencioné en la introduccién, en préacticamente
todes las membranas celuleres estudiadas, un aumento de la
concentracién de Ca®?+* libre, aumente la permeabilidad a
iones K*. Este efecto lo descubrid OGardoés (1958), en
eritrocitos humenos. Estudios de flujos de K* activados por
Ca* indican que los cationes divelentes, Cd®*, 2Zn®**, Mg** vy
Pb¥*+* también son cepaces de producir el misme efecteo, cuando
se log dinyecte 8l medic interno del eritrocito <(Heinz ¥y
Passow, 1980).

Grygorczyk y Schwarz {1983) encontraron un canal de KE*
activade por Ce®* en eritrocites humanos, usaendo la técnica
de T"patch-clemp". Este canal tiene una conductancis maximae
de 40 pS, es débilmente dependiente del volteje y ademés
puede =ser activado por Pb#f* (en conceniresciones 100 veces
mayores que el Cef* ).

Aparentemente este cenal es distinto al canal de K* activado

por Ca®* de TT, en cuantc 8 sus ceracteristicas de

conduccién y selectividad del sitioc que une Ca®-+.
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Le eecuencie de selectividad encontrada es muy semejante a
la encontrada por Gorman y Bermenn (1S73) y Meech (1978)
para 1la activecién de les corrientes de K* en neurcones de
molusco, con excepcian de Hg®** (Ce®** > Cd®+ > Hgt* > Sr&+ »
Mn&¥+ > Fef+). Estoe sutores cancluyen gue la efectividad en
iz mctivecion perece estar relacionade con el radio idénico:
iones con radics entre 0,076 y 0,113 nm pueden activar 1=
corriente de K*. Sin embargo, no es posible cuantificar las
diferencias reples en efectividad debideo a gue existe muy
poca informacién ecerca de la capacidad del citoplasma para
tamponar los diferentes cationes divelentes prcecbados.

Aunque no se conoce ls conductancia de este canal, 1=
selectividad =& la conduccion de iones es muy similer al

canal de TT.

McManus y Maglehy (1984) usandeo la técnica de T"excised
patch® en células musculares de rata en cultivo, encontiraron
que el Sr&2+ puede reemplazar al Ca®* en ls activecién de
canel de K* activade por Ca®**. Estos auvtores sefielan que el
ién Srf%* es capaz de ectivar el canal en concentraciones
~200 veces mayores que el Ce®*, con un numero de Hill de 1,2
a 2,0 (lgs sclucicnes internas y externas no tienen Mg**), y
con un comportamiento cinético muy similar a la activacién
por €Cr®f* (el nimero de Hill para la activacién por Ce®*~ es

de ~2,5). Estos resultados son idénticos a los encontrados
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en este trebaje para el canal de K* activedo por Ca®* de TT
de rata. Ademas las ceracteristicaes de conduccién son muy

gimileares al canal de TT (Latorre, 1986).

Aperentemente existen a lo menos dos familime distintas
de canrles de K* activados por Caf®* gue difieren en cuanto a

sus caracteristicas de conduccidn y selectividad & la

activacidén por cationes divalentes.
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Conclusién general.

Se encontré una serie de ceticnes divelentezs que activan el
cenel de K* activedo por Ce®+*. El procesc de activacién es
idéntico al inducido por el Ca®* {dependencia sl wvoltaje,
dependencia &8 lea concentracidén de catién activador, Ha,
cinética de abertura y cierre). Uszando este serie se
construyé un modelo pare el sitio de ligamen de Ca®*, basado
sclamente en interacciones electrostaticas entre los
cationes divalentes y sitios aniénicos de unién. Este modelo
da cuenta de 1e esecuencia de afinided para los cetiones
divelentes que pertenecen &8 un misma familie guimice. Las
caracteristicas estructursles aproximades para el sitic que
une calcieo, son: 0,06 nm pare el radio de los dos grupos
cargados y 0,20 nm para el espaciado entre estos. Sin
embargo, el modelo es incapaz de predecir la secuencia de
pafinidad experimentel para todos los cetiones divelentes
estudiados. Es necesario considerar otres contribucieones,
como el aumente del Hsw 3inducido por algunos cetiones
divalentes, e interacciones no-electroestédticas entre los
cetiones divelentes y los sitios enidnicos. El wmwodelco
predice correctamente el efecto gue tienen los cationes
monovalentes scbre la activacién en presencia de Ca®+.
Considerando los resultados en conjunto {(cetiones capaces de

activer, cationes incapaces de activar, cationes
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monovelentes), e poeible afirmar que las interacciones
electrostéaticas son el componente nas importante que
determina la selectivided de ectivecién en esta proteina. A
partir 'de consideraciones de la guimice de mlgunos catiocnes
divelentes en golucibébn acuose y de las similitudes
figicoquimicas de este proteinra con 1l +troponinae £, se
postula gue los grupos quinmicos gue participarian en 1la
uniétn de Ce®* son carboxilos {(de residucs de acidas

glutamico y aspartice) y cerbonilos (del enlace peptidice).
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B) ACTIVACION EN PRESENCIA DE CALCIOQ.

El resultado mas relevante encontrado para ia
activacién por cationes divelentes en presencia de Caz-, es
ia activacién por Mg®** y Ni®* {activan s6loc en presencie de
Ca&+).

En esta perte de le discusidn se intentardéa valider el
modelo propuesto en ls seccién de Resultados para 1le
activecién por Mgkt+ y Nig-+, enalizando otros mecanismos
pesibles. Ademas se discutird el posible rol fisioclégice del
canal de K* @activede por Ca®* scbre la base de lo=
resultados obtenidos psara la activaecién en presencia de

Mge+.

Mecanismog posibles para la activacién por Mg** y Hiz-+.,

Es posible postuler al mencs tres wecaniswmos por los
cuales el Hi®* y Mg®** activan sélo en presencia de Ce®-*:
i) aumento de la afinidad de loe sitios por Cat®-,
ii) mumento del potencial de superficie,
iii) @aumento del numero de sitios sensibles el Ca®** que

participen en el procesc de sbertura del canal.

La discusién de los mecenismos se centrard en los resuliados

obtenidos para el Mg®*, los que se muestran en la figura 13.
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4

El primer mecanismo implica une disminucién en las
constantes de disociacién K, o K, (sumento de efinidad) en
el modelo planteado por Moczydlowski y Latorre (1983a, ver
figure 21C), esto es, postulendo gque el Mg** es capaz de
modificar lag constantes de unién de Ca®* (producto de la
unién del Mg®* &l Bitic de Ca®** o le unién B un psitio de
modulacién alostérice de los sitioe gue unen Caf* ). Usando
la ecuacién (3) deducida en ese trabajo, la cuasl relacionsa
P, con K, y K., es posible dilucidar si el Mgf* modifica
alguna de estas constantes. En la figure 21A-1 se muestra
una simulacién para esta ecuacidn, cuasndo se auments K, en
relacidén a K. y en la figure 21A-2 cuendo se aumenta K, en
relecién a K;,. Se asprecia que el maodelo A-1 ajustas mejor a
los datos experimenteles (figura 21B). Por lo tanto, segin
este modelo, el Mgt+, aumenta le constante de afinidad para
la entrade del segundo Ca®* (K, ) maés que le constante parsa
la entrada del primer Ca®* (K;). Ademas, estc concuerda con
el hecho de que el Mg®* mumente la constente de afinidad
aparente para la unidén de Ca**. Sin embergo, este modelo
predice un aumentc del numero de Hill de s6lo un 10¥%
respecto al control cuando hay Mg®* 4 mM (usando los valores
para las constantes de disociacidtn predichas por este
modelo; ver figura 21). Experiwmentalmente, se encontré gue

el Mg®* 4 mM aumenta el Ny, en un 200¥%.




Discuesién 100

20 40 60 8o
vV (mV) "0

60  -40 -20 0

- C ('-: = 0 g—’ O

K a K

| 4

Figure 21
Efecto de la variacién de las constantes de afinidad de
los sitios de unién de Ca®*.

A. Efecto de la variacién de la razén de las constantes de
disociacién, K. y K. en el modelo de Moczydlowski y Latorre
(1983; fig. 21C). A-1) Variacién de K. en relacién a K, (=
0,2 mM, K. disminuye hacia la derecha), i.e., aumenta lsa
afinidad paras le entrada del segundo Ca®*. A-2) Aumento de
la afinidad para la entrada del primer Ca®*.

B. Grafico de P, en funcién de V, donde se muestran los

datos experimentales (@ = control (10 pM Ca®* CIs, KCl 200
mM); O= 1 mM Mg** CIS;A= 2 mM Mg®* CIS;& = 4 mM Mge* CIS) y
curvase predichas por el modelo A-1 (control, K.=13 pM; 1 mN,
Ke=3 pM; 2 mM, K.=0,5 pM; 4 mM, K.=0,01 uM).
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En el segundo mecenismo se debe postular que 1la proteina
tiene cargas negativas en le superficie citoplasmatica. Las
cargas positives gue se agregan, aumentarian la diferencia
de potenciml a través de la proteina, 8l unirse a les cargas
negativas (Moczydlowski y cel, 1985). Ademas, =se debe
suponer que estas cargas unen =6lo el Mg®* y no el Ca®**. Al
agregar 5 mM Mg®* en el lado CIS (figura 13) se cbserva un
corrimiento hacia la izguierda de la curve de P, en funcién
de [Ce®*3, lo gue estéd de acuerdo con un aumento del
potencial e través de la memwbrena {(aumenta le activecién);
ein embargo esie mecanisma propuesto no es correcto, puestoco

que no predice un sumento en Ha.

Por lo tanto, el modelo gue describe los resultadeos wmas
satisfactoriamenpg, ez el (iii). Como ya ge mencioné {(en la
secciétn de Resultadoes), en este modelo Mg®** interactius con
un gito en le proteine gque es topogréficamente distinto a
los sitios que unen Cef*. En este caso el numero de Hill, es
el limite inferior del numero de sitios gue participen en la
unién de Ca#* {Leviztki, 1978).

En conclusidén, lo més =sencillo es pensar gque el HMge-*
‘desenmascare’ nuevos sitios para Ca®-* en la proteine,
homélogons a los que existen en ausencis de Mg®*. Es probable
que, en forma paralela, el Mg®* también aumente la constante

de afinidad de los sitios que unen Ca®* via modulacién
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alostérica.

{ Porgue aumenta Ny =ml mumentar la [X%+1 7

Loe resultados mostrados pera activecién por Mg®* vy
Ni&+, revelean que el velor de Hsu es dependiente de 1la
concentracién de éstos cationes en el lado citoplasméatico
del canal: éste tiende B mumentar a medidas que se mumenta la
concentracidén de Mg®*. Esto es explicaeble si se piensm gue
el sitio modulador tiene una cierta constante de afinidad
pare estos iones y que mientras mayor sea esta constante,
mayor serg el velor para el Hy. Al mumentar ls concentrecian
de X&+, sgimplemente, se estd mumentando la probebilidad de

gue el sitio esté ocupado.

Consecuencia mecanicista del sumento de Ny inducido por Xt+.

El canel de potasio activado por celcio +tiene mas
sitios de activecién por Ca®* de los que se imaginaban hasta
ghora. El wvalaor waximo encontrado parz Hi es de 3,6 (en
"patch” aislado de miocesferas, en scluciones sin Mg**;
McManus y Magleby, 1985>, ¥y el valor minimo es de 1,2 pars
el canal de TT incorpeorado en bicapes planas (Moczydliowski y
Latorre, 1983a). En esta tesis se encontraron velores de Ny

de hasta 5,8 en presencia de Mg®*, ie ecual implica 1la
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existencie de 8 lo wenos 6 sitios que participan en ia unién
de Ca®** y , por lo tento, en le activacién de este cenal.
Esta ildea es coneistente cualitetivawmente con un modeleo de
seeig gitios. Se puede iwmaginar gue €l canal une seis Ca®*
tanto en el estado ebierto (A) como en el estedo cerrado

(Ch.

Ao Ay ~— Ap ~— Ay o A, — As— A

T 3+ 4+ 41 14 4 1

Co~ Cy ~—2*Cp=2Ca~—>C, ~—>Csg = (C;

Es posible =ajustar las distintas constantes de equilibrio
para cades eteppa de unidén de Ca®* de manere de obtener
numeros de Hill entre 1 y 6. El Mgt* podrie canmbiar estas
constantes de unién, haciendo asi més gigmoidem la curve de
activacién. Ademés, estos resvltados son consistentes con
los estudios cinéticos realizados por McMenus y Magleby
{1985), en el canal de K* activado por Ca®+* de micesferas de
rata., Estos mutores proponen un mode;n que contiene al menos
seis estados cerrados y tres estados abiertos.
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Modelo para la activacibén por Mg**.

Lo resultados en presencia de Ce?*, sugieren la
existencia de un =sitic modulador (sitic 'M’) y de un gitio
de 8activacién {(sitic "C’), en el canal de K* activade por
Ca®«*.

Los iones Srt* y Ca®** gse unirien solo al sitic de mctivacién
{puesto gue no aumentan Nx), 1los icnes NMg®+* y Hi#+ ge
unirian s6lo al sitioc de modulacién {(puesto gque nd activan
en eusencis de Ca®**), ¥y los icnes Cd**, Mn®** y Co®* podrien

unirse a smbos sitios.

Caracteristicas del sgitio "X".

Lae caracteristicas de selectividad del sitio modulador
se puede inferir con base en los numeros de Hill para 1a
mctivacidn por Ce®** en presencia de cetiones divalentes
(tabla II1). Se supondra que mientras meyor sea la afinidad
del sitio "M’ por los diferentes cationes divalentes, wmayor
serd el Hy inducide por eéstos. Entonces, con base en la
efectividad de sumentar el Hu, Jl& secuencis de afinidad del
gitio "M’ es:

Cde&* 2 Mn®* 2 Co** > Mg®* >> Sr&+, CaZ-.
Cansiderandc los cationes alcalino-térrecs, se observa que

el Mg?* se une mejor al sitio que el Ca®f-, Se puede inferir
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que e) gitio moduledor contiene ligandes cepeces de generar
un campo eléctrico fuerte (secuencie I en la +taeble V
(Apéndice A)), donde prima la interaccién ceon los ligasndo=z.
De acuerdo a estas simples consideraciones, se puede
conciuir gue, el gitico modulador tiene caracteristicas

figicoguinmicas diferentes al sitioc de activacibén.

Comperacién con otras proteinas gue ligen Ce®**.

Ee sabido gue vaéias proteinas que unen Ca®*, +también
unen Mg** {Leavie y Gergely, 1984). Por ejemplo, la
troponina € tiene dos sitios especificos para Ca%** y otros
dos =sitios de baje efinidad para Ca®* gque +tambhién ligan
Mg®+*. En estas proteina y en otras proteinas que unen Cag+
{calmodulinel, los iones €a®* Be unen en forma cooperativa.
Por otre prrte, en estas proteinas el Mg?* no aumente la
cooperatividad en la unién de Ca®*.

Sin embargo, los resultados de esta tesis indican gue el
Mg®+* no compite, ni sustituye al Ca®* en le mctivacién del
canel, sino gue se comporia como un efector elositérico al
aumentar la cooperatividad en la mctivecién por Ca®*: el
Mg+ e unirie 8 un sitio distinto al cuel se une el Ca®*,
produciende el ‘desenmescaremiento’ de nuevoe sitios pere

Caf +,
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Esto ind
activadeo

proteines

Rol figiclégico del Mg**.

Los resultados obtenidos tantc en bicapas artificiales

como en
fisiolégi
reposo),

serie m®mu
desprecisa

sigue a

hiperpolarizacién celular.

Los

de Mg®** el canel ez mucho més sensible 8 pequefios cambios en

la concen

que P,

Puede imeginarse que el receptor de Ce®* active la proteina

a la manera de un interruptor. La proteinse tendris sbéblo dos

estados:

Le concentracién totael de este ién en el citoplesme de 1=

mayoria

10% esta

Aungue no se concce la [Mg®*1l en célules wusculares, es
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ica que, el receptor de Ce®** del canal de K-
por Ca®**, en este aspecto e diferente de les demés

gue ligan Ce®-.

"patch-clanp®, indican que en condiciones
cas (concentracién de Ce®*, potencial eléctrico de
la actividaed del canel de K* esctivaedo por Ca®*
¥ baje. La actividad de este cenzl tembieén seria
bie ein durante el flujo de entrade de Ce®* gue

un potenciel de accibén dada la rapida

resultados de esta tesie indican que en presencie

tracién interna de Ca®*. Un H, igual a 5, sgignifica

sumenta al daoble 8l variar sélo un 15¥% ls [Ca®+ ].

conductora {(a nivel de saturscién) y no conductora.

de les células es del orden de 10 mM de le cuasl el

libre {(Erdos y Maguire, 1983).
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posible suponer que lesg concentraciones de Mg** usedas en
este estudioc (2-10 wHM) =son <fimiolégicas, segin los
resultados mostrados por Moczydlowski y col. {1985). Estos
eutores mostraron gue el cenal de K* activedo por Ca®+* de TT
incorporadoe en wmembranas gue contienen fosfolipidos cargados
negativamente, es sproximedamente 10 veces més sensible gl
Ca®*, gue en wmembranas neuwtras {(comc las usadas en esta
tesir). En general, les membranas celulares tienen cargas
negativas fijas en su superficie (provenientes de lipidos 'y
proteinas cargadas). Por lo tente, es razonable suponer que
este canal es menos sensible al Mgé* en membranas con
lipidos neutros que en una wmembrana celular, debido al
efecto del potencisl de superficie.

Por 1lco tente, es wmuy probeble que éste canal iénico
contribuya a la hiperpolerizecién celular posterior 8 un
potencial de accién, en ceéelulas esgueléticas. También, es
probabhle gque eOn en las condiciones de potencial de reposo
(~ - 60 un¥), manifieste mctividad, producto de un leve
eumento en la concentrmecién intrecelulasr de Ce®*+ {p. ej.
eflujo de Caf* del reticuleo sarcoplésmico)., Esta hipétesis
podrie ser comprohede reelizendo registros de lm actividad

de eéste canal en célules esgueléiicaes "in vive®", usando la

técnica de "petch-clamp"”.
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Apéndice A

Formulacidon del modelo.

Una condicién suficiente para gque existan diferentes
secuencias de selectividad de un sitico de unién (S) por
cationes, es que la energia de interaccién entre el esitio ¥y
el catién tenge unas dependencia del radic del catién
distinta a la energia de interaccién del catién con el agua
(Eisenman, 1962). La secuencia de selectividad particular
que surge del sitioc depende de su fuerze de campo, 1la cu=al,
en un modelo electrostatico, se puede representar por su

radio efectivo (ry).

Con.el objetivo de calcular la energia de interaccién entre
el catién divalente en la solucidén acuosa y el sitic de
unién, se propondra un modelo electrogtatico. En este medelo
ee describira el sitio de unién como uno o dos sitios
anidnicos. Tentoc los sitios sniénicos como los ilones se
describirén como cargas puntuales encerradas en esferas, de

radio rs para el sitio y rx paras el ién.

El potencial eléctrico 8 una distancia d generadoc por un

sitio monovalente, en el vacic es,
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V = e/4nepd , (1)

en gque e es la carga del electrén, e, es la permitividad
absoluta del vacio y d es la distancia medida desde el
centro del sitio. Este potencial eléctrico es, por
definicién, el cambio de energia potencial asociada a traer
una carga unitaria positiva desde el infinito hasta una

distancia d del sitio.

Al poner en contacto un ién positivo, de radio rx con un
sitio de radioc rs, la distancia a que guedan las cargas es

ry + rs y la energia sers,

AU = et /4neg Ty + Ts). (2)

Para el caso de un sitio de valencie z- y un ién de valencisa

z*, la energia es,

AU = (e®/4nep) zZz z2*/(ry + rs). (3)

Es conveniente expresar esta energia en kcal/mol » A.
Introduciendo el numero de Avogadro y recordando que 1 erg =

1, 46x10!'? kcal/mol, la energia es,
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AY = - 332 z-2*/(ry + T3). (4)

Para el caso de un ién divalente y dos sitios monovalentes,

oo

Sl

'TS [ W

D+Q-T,

la energis asociada B traer el catidn a ester en contacto

con un gitio y aproximar el segundo sitio 8 una distencia D,

se compone de tres términos:

- 332 z-z*/{rx + Ta),

que es la energis debida a2 la interaccién con el sitio que

entra en contacteo,

- 332 z2-2* /(D + ra - rx),

que es la energia de interaccién con el sitic gque no esta en

contacto, y finslmente,

+ 332 z~z* /(D + 2r,),

que es la energis de interaccidén enire los dos sitios.
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Los dos primeros términos son negativos que representan la
atraccién entre cargas de distinto =signo, y el tercer
termino es positivo por ls repulsién entre las dos cargas
negativas.

La energias de interaccién es entonces:

AU = 332 [-2/{ry + T3) + (-2/(D + Ta = T4))

+ 1/(D + 2rs}1. (5)

En el casoc en que el diémetro del catién sea igual o mayor

gue D, la geometria es:

En este caso, el catidén estd en contacte con ambos sitios y

la energia es:
AU = 332 [-4/{(rps + Tx) + 1/(D + 2rg)1. (6)

El cambio de energie agociado 2 traer un mol de iones desde
la solucién hasta el sitio implica primero sacer los iones
del agua ¥y luego ponerlos en contacto econ el gitic. La

energia del primer paso ( AUy-uen) se puede obtener de la
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literatura (ver tabla Vi) y la segunda { AUx-s) se calcula

del modelo, supeniendo valores pare rs y Ix.

La selectividad de wun sitio aniénice por dos catidnes
depende de la diferencia entre la energias de interaccién
entre los cationes y el sitio (se deriva de les ecuacidnes S
y 8) y la del catién y el agua. Entonces, la selectividad de
un par aniénice por X2+ relativo =1l Ca®*, estara dads por la
energia libre (AUx.:.) para el intercambio, CaS, + X+ =

XS, + Ca2*:

AUg-pa = (AUz-nzo-8Ux.a) - (OGUpa-nwes -AUc.-3x). (7)

Lag figuras 18 y 19 muestran grafices de AUy;.c. en funcién
de T, para los catitnes alcalinoc-térrecs y metales
divalentes del grupo 1IA’, para tres valores de D: A} 0,110
nm; B) 0,210 nm; C) 0,215 nm. Las diferentes secuencias de
selectividad (I-VII) que se pueden derivar de estos graficos
se muestran en la taebla IV (columnas A-C). Esta tabla
también muestrs las secuencias que se predicen cusndo el
sitio consiste en dos anibfnes con espaciado muy grande (o},
0 cuando el espaciado es cero, esto es, un anién divalente.
Se mantienen solamente las secuencias extremas (I y VII o I
y I1I) para todoe los valores de rs. Entonces, la secuencia

de selectividad observade depende de r; y de D.
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Tabla V
Prediccién de las secuencias de selectivided para la unién

de caticnes divaelentee a grupos aniénicos.

(A} D=0,110 nm (B) D=0, 210 nm (C) D=2,150 nm (D) D=3g,0 nm
Grupo IIA
(I) Mg>Ca>Sr>Ba Mg>Ca>Sr>Ba Mg>Ce>Sr>Ba Mg>Ca>Sr>Ba
{1I) Mg>Ca>Ba>Sr Ca>Mg>Sr>Ba Ca>Mg>Sr>Ba Mg>Ca>Ba>5r
(III1) Ca>Mg>Ba>Sr Ca>Sr>Mg>Ba Ca>Sr>Mg>Ba Ca>¥Mg>Ba>Sr
{IV) Ca>Ba>Mg>Sr Ca>Sr>Ba>NMg Sr>Ca>¥Mg>Ba Ca>Ba>Mg>Sr
(V) Ba>Ca>Mg>Sr Ca>Ba>Sr>Mg Sr>Ce>Ba>Ng Ba>Ca>NMg>Sr
{VI) Ba>Ca>Sr>MNg Ba>Ca>Sr>NMg Sr>Ba>Ca>Ng Ba>Ca>Sr>Mg
(VII) Ba>Sr>Ca>Mg Ba>Sr>Ca>NMg Ba>Sr>Ca>NMg Ba>Sr>Ca>Mg
Grupo IIA’
(I) Zn>Cd>Hg Zn>Cd>Hg Zn>Cd>Hg Zn>Cd>Hg
{II) Cd>Zn>Hg Cd>Zn>Hg Cd>Zn>Hg Cd>Zn>Hg
{II1) Cd>Hg>Zn Cd>Hg>Zn Cd>Hg>Zn Cd>Hg>Zn
Esta tabla mnuestra las secuencias de selectividad que
predicen para la unidén de cationes divalentes & dos centros

hipotéticos de

acomoda

corresponden =&
figuras 19 y 20. El1 valor de r.
secuencias (I) 8 (VII) o de (I) a (III).

carga negativa,
cationes con diametros < D.
las isotermas {(A-C) gue se muestran en
aumenta en el gentido de las

con un espaciado

Las

sBecuencias

tal que
{A-C)
las

se
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Una inspeccién de esta tabla también revela que no se
obtiene 1la secuencia experimental, Ca** > Srt+ >> Bate*,
Mg**, cuandc el sitio de unién consiste en un anién

monovalente o divalente (columna D).
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Tabla VI
Radios idédnicos y energiase libres de hidratacioén.

Catién Radio Energia de
divalente, Xf* idnico, rx hidratecidén
{A) {kcal/mpl)
Mgt * Q, 66 - 669,86
Ni#-~ 0,69 - 720,0
Cu®*+ 0,72 - 705,0
Co®** 0,72 - 710,0
Zne* 0,74 - 690,0
Fet+ 0,74 - 6&80,0
Mn® -+ 0, 80 - 640,0
Cd=~ o, 97 - 630,0
Ca®* 1,00 - 586, 7
Sre- 1,13 - 556, 0
Hge -~ 1,15 - &50,0
Ph®+ 1,32 - 588,0
Ba®+* 1,34 - 514,0

Esta tablas muestra los valores usados pera el radic iénico
de los cationes divalentes en solucién (Pauling, 1967;
Harcus, 1983) ¥y las energias libres de hidratacién
experimentales {(Marcus y Kertes, 1969; Nachsen, 1984).
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Apéndice B

Derivacién de la ecuaciones (1), (S} y (6):

- ecuacidén (1l).
Congideraremos lcos dos esgtedos de conductancia del canasl de

K* activado por Ce®**, sbierto (0) y cerrado (C):

C———=0

en gque o ¥y B representan las constantes cinéticas gque
conectan ambos estados del canal. Se define como P.{(t} la
probabilidad de encontrer el canal abierto después de un
intervalo de tiempo ¢, dado que el cenal estaba cerrado & t
= 0. Po(t) esta relaecionada con o ¥y 8 mediante la siguiente

ecuacién diferencial:

dP, (t)/dt = —a Po(t) + B ( 1- P, (1)) (1)

Después de un tiempo largo P, (t) =lcanza un valor constante
{dP. /dt= 0) que llamaremos P. (probabilidad de encontrar un
canal en el estado abierto en el estade estacionerie),

luego:
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Po = 8/(ax + B).

Se define B/oc como la constante de

117

{2)

equilibrio de la reaccioén

(K). Esta constante depende del voltaje a través de la
membrana segun una digstribucién de Boltzmann:
K = 8/ = exp{- AG*(V)/RT) (3
en que AB*(V) es la diferencia en energia libre entre ambos
’
estados. Ademas:

ABG* (V) = FntV-V¥,) , (4)
en que F, es la constante de Faraday, n es el numero de
cargas eléctricas ("gating particles") gue gse mueven
durante la transicién sbierto/cerrado y V., es el potencial
eléctrico en gue B/a = 1, entonces :

' B/a = exp {-nF(V-V,)/RT}

P, = B/{ax + B) =

Esta ecuacién se puede linearizar (para determinar n y V.

In ((1 - P)}/P) =

{1 + exp {-—nF(V-¥,)/RT)}-* ,

~{F/RT}nV¥ + nFV,

(5)

(6)

>z

(F/RT). (7)
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- ecuacién (3): determinacitn del ntmero de Ca®* que son
necesgarios para abrir el canal.

Consideremos un modele en gque log iones Ca®* entran
simultaneamente :

B
C + N Cag‘;ﬁngﬂ .

La probabilidad de aperturea en estado estacionario {segun

(2)):

P. = BICal®/{a + BICal™) (8)
de donde la constante de equilibrio, segun (3), es:

K = 8/« ‘ {9)
ordenando :

{1 N Po)/P, = (K L[Cal* )-! {10)

P,/ 1 ~ Po)= K [Cai" (11)

linealizandoc :
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log (P, /(1 - P,) = log K + N log [Cal (12)

en que N es el numero de calcios que participan en la

reaccién de abertura del canal o numero de Hill, N.,.

- ecuacibtn (6).

Este expresién se puede derivar a partir de la ecuacién 11
(suponiendo el mismo modelo para la unién de calcio), al
definir la constante de disociacién aparente, para la unién

de calcio, como:

Ko = 1/K.

Reemplazando, en la ecuacién 11:

Po 1/(Kp [Cal-* + 1),

Y

FPoe = (Kp + [Cal™)/I[Cel™ . (13)
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