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Abreviaturas y Constantes fisicas

carga elemental

constante de Faraday.

1,6 . 10-19 c

96500 cmol-I

probabilidad de encontrar un canal abierto

constante universal de los gases ideales.            8,614  Jmol-[K-I

del ingl6s "Transient Receptor Potential"

medida de dependencia de temperatura definida como:

(!)F=

Cantidades y simbolo de las unidades de medida

Tiempo                                 segundos

Temperatura                       grados celsius

Frecuencia                          Hertz

Corriente el6ctrica            Ampere

Resistencia electrica         Ohm

Conductancia el6ctrica    Siemens

Carga electrica                   Coulomb

Potencial electrico            Volt

Energfa Joule

S,ms

OC

Hz, ldlz

A, nA, pA

a, kQ, MQ, GQ

S,pS

C

V,mv

J,kJ



Resumen

Los   canales   de   iones   son   proteinas   integrales   de   la   membrana   celular   y   estin
involucrados  en  la  percepci6n  de  la  mayon'a  de  los  estimulos  intemos  y  extemos.
Actuando  como transductores moleculares, los canales de iones transfo=man la energia
del  estinulo  en  energia  mecinica  que  abre  la  compuerta  del  canal,  que  permite  la

generaci6n  del  impulso  nervioso.  EI  TRPM8  es  un  canal  que  se  activa  cuando  las
temperaturas descienden de. los 20°C, por lo que se le atribuye rna gran importancia en
cuanto  a  la  percepci6n  del  frio  en  maniferos.  Este  canal  tanbi6n  es  activado  por  la
diferencia de potencial el5ctrico de la membrana celular.  Se desconoce, sin embargo, la
naturaleza del  acople que  existe entre  el  sensor de voltaje y la compuerta que abre  el
canal,  y  c6mo  influye  el  estimulo  t6rmico  sobre  este  proceso.  En  este  seminario  se
muestran   resultados   que   permiten   concluir   que   se   puede   tener   activaci6n   de   la
compuerta del canal aiin cuando la gran mayoria de los sensores de potencial estin en
estado de reposo, implicando que no existe un acople estricto entre el sensor de potencial
electrico y la apertura del poro por donde pasa la corriente i6nica. De estos resultados se
infiere que el TRPM8 podria obedecer a un modelo de activaci6n de tipo alost6rico, por
lo  que  eventualmente  un  estimulc>  t6rmico  podr'a  abrir  el  canal  cuando  todos  los
sensores de potencial estin en reposo.



Abstract

Ion channels  are  integral  proteius  of the  cell  membrane  and they  ai.e  involved  in the

perception  of most internal  and  external  stimuli.  Acting  as molecular transducers,  ion
channels  transform the  energy  of the  stimulus  into  mechanical  energy  that  opens  the
charmel gate, to allow the generation of the nerve impulse. TRMP8 is an ion charmel that
activates when temperatures  drop from 20°C,  so  it is thought to  be  very  important in
cold sensation in mammals. This channel is also activated by the difference in electric

potential across the cell membrane. It is unknown, however, the nature of the coupling
between  the   voltage   sensor  and  the   charmel   gate   and   how  the   thermal   stimulus
influences  this  process.  In  this  thesis  results  are  shown  that  demonstrate  that  it  is

possible to open a channel gate, even when most of the voltage sensors are in the resting
state,  implying that there is not a strict coupling between the voltage  sensor activation
and the charmel gate opening.  On the basis of these results one can infer that TRPM8
activation is best explained by an allosteric gating model,  such that a thermal stimulus
could open the channel when all the voltage sensors are in the resting state.



Introducci6n

TRPM8 y su dependencia de potencial

Los canales de iones son proteinas integrales de membrana presentes en todas las c6lulas

de los sistemas vivos. La funci6n que cumplen los canales es la de formar vias de paso

para atomos cargados (iones) que viajan desde el citoplasma hacia el liquido extracelular

y  viceversa.  La  direcci6n  que  siguen  los  iones  a  traves  de  los  canales  depende  del

gradiente  electroquinico  fomado  entre  el  borde  intemo  y  el  borde  extemo  de  la

membrana celular, por lo que se dice que es un tipo de transporte pasivo (Hille,1992).

En  las  c6lulas  excitables  del  sistema  nervioso  los  canales  de  iones juegan  un  papel

fundamental, ya que son estos los responsables de formar las vias de paso para la entrada

de iones Na+ y la subsiguiente salida de iones K+, que da como resultado el cambio en el

potencial  de membrana transitorio  conocido  como potencial de  acci6n,  capaz de  auto-

propagarse a lo largo de los axones.

Existen muchos  tipos  de  canales  de  iones,  que  pueden  diferenciarse  por  sus  distintas

caracteristicas como el tipo de ion que puede permear a trav6s de ellos (selectividad), 1a

cantidad de iones que pasap por unidad de tiempo (conductancia), y el tipo de estimulo

que  cambian  la probabilidad  de  encontrarlos  en  el estado  conductor   (dependencia  de

potencial el6ctrico, segundos mensajeros, neurotransmisores, temperatura, etc.).

Existen canales de iones que son capaces de transformar estimulos t6rmicos en cambios

del potencial de membrana.. Estos canbios a su vez desencadenan potenciales de acci6n

que finalmente son transmitidos hasta el sistema nervioso central permitiendonos sentir



la temperatura  del  medio  due  mos  rodea  asi  como  tanbi6n  la temperatura  intema  de

nuestro cuerpo.

Por medio de tecnicas moleculares fue posible clonar un canal presente en neuronas del

ganglio raquideo  (DRG) y del ganglio trig6mino (TG) que era activado al disminuir la

temperatura  en  el  rango  comprendido  entre  25  y  10  °C    y  tambi6n  por  mentol  (un

compuesto  orginico  que  mos  da  la sensaci6n  de  frio),  produciendo  un  aumento  en  la

corriente i6nica y la entrada de Ca2+ en las c5lulas. Este canal designa como TRPM8 y

pertenece a la familia de canales de iones denominados "Transient Receptor Potential"

(TRP) (MCKemy y cols. 2002).

Los TRP estin involucrados en la transducci6n de distintos estimulos  seusoriales.  Son

canales  tetram6ricos,  cati6nicos  no   selectivos.   Cada  subunidad  posee   6   segmentos

transmembrana  y  sus  extremos  anino  y  carboxilo  terminal  citoplasmaticos,  con  una

dependencia de potencial d5bil o ausente. Topol6gicamente tienen rna estructura similar

a  la  de   los  canales   de  potasio  dependientes   de  potencial,   que  tambi6n  poseen  6

segmentos de transmembrana y los anino y carboxilo terminales estin localizados en el

citoplasma  (Minke  &  Cook,  2002).  El  segmento  S4  de  los  canales  TRP  no  posee  las

cargas  positivas  conservadas  que  poseen  los  canales  dependientes  de  voltaje,  pero  se

sugiere que este segmento podia ser el sensor de potencial en los TRP que son sensibles

a  voltaje  (Voets  y  cols.  2007).  Los  segmentos  de  transmembrana  S5-S6  de  los  TRP

tambi6n forman el poro por donde transitan los cationes.

EI  TRPM8  es  un  canal  c.ati6nico  que  tiene   1097  aninoacidos.  Es  dependiente  de

potencial  con rna rectificaci6n de  salida d6bil,  con rna carga de ~0.8  e  asociada a la

activaci6n del canal, y con una conductancia unitaria de alrededor de 70 pS. Es activado



por temperaturas bajas y presenta una dependencia de temperatura muy  alta entre  los

17°C y 24°C, con un Qio ~24 en ese intervalo de temperatura (Brauchi y cols. 2004).

Las bases moleculares detrds de la integraci6n de estimulos termicos y el6ctricos que se

traducen en la apertura de estos canales con la consiguiente entrada de cationes, aun no

esta del todo clara.

Un modelo publicado para la activaci6n del TRPM8, supone la existencia de dominios o

m6dulos  que sen'an activados por temperatura o por el potencial el6ctrico de membrana

que  actuarian de  manera independiente.   Este modelo  supone  asi  mismo  que  el  canal

puede  encontrarse  en su  estado  conductor (abierto)  o  no  conductor (cerrado)    sin que

necesariamente los m6dulos est6n activados. Estas suposiciones dan origen a  un modelo

de  activaci6n  de tipo  alost6rico  pal.a ambos  estimulos,  termico  y  electrico  (Brauchi  y

cols. 2004, Latorre y cols. 2007).

Por otra parte la sola aplicaci6n de potenciales positivos no logra activar completanente

los canales mientras que la aplicaci6n de mentol si lo logra. Esto podria indicar que la

activaci6n por potencial  y agonistas  en el TRPM8  siguen  caninos  distintos  (Matta &

Ahem, 2007). Este comportamiento apoya el modelo alosterico propuesto por Brauchi y

cols. (2004)

Poco se sabe acerca del supuesto sensor de potencial en el TRPM8.  Se cree que podria

estar localizado  en el segmento transmembrana S4, asi como ha sido descrito para los

canales dependientes de voltaje QToda y cols.  1984).

Dos mutaciones puntuales en el segmento S4 del TRPM8, R842A y R856A, mostraron

un cambio  en la dependencia de potencial,  lo  que podria indicar que  efectivamente el

segmento  S4 es el sensor de potencial (Voets y cols. 2007). Este estudio se llev6 a cabo



midiendo la pendiente limite de la curvas de activaci6n con rampas de voltaje en c6lulas

HEK-293   expresando  el  canal  TRPM8.   Sin  embargo,  estos  resultados  no  son  muy

concluyentes  ya que las mutaciones R842A y R856A, produjeron rna reducci6n de la

dependencia de potencial  aparente  de ~0.2  e  y ~0.3  e  respectivamente,  de un total  de

~0.9 e, mostrando que por si solas estas cargas no son capaces de  sumar la carga total

observada en el TRPM8 silvestre.

El resultado  anterior difiere con estudios hechos en canales dependientes  de potencial,

donde  mutaciones  puntuales  en  el  sensor  de  voltaje  del  canal  de  potasio  SfocrAer,

mostraron que la contribuci6n de 4 cargas presentes en el segmento  S4 eran capaces de

dar cuenta de toda la depen.dencia de potencial del canal,   dado que la neutralizaci6n de

rna de estas 4  cargas, traia consigo una disminuci6n de carga equivalente de  1  a, y la

suma de cada una de las contribuciones individuales correspondfa a un poco mas de la

carga  total  equivalente  del  canal  silvestre.  (Aggarwal  and  MacKinnon,  1996,  Seoh  y

cols.,1996).

Estos   resultados  hacen  pensar  que   las   cargas   responsables   de   la   dependencia  de

potencial del TRPM8, podn'an no ser las propuestas (R842 y R856) del segmento S4, y

que las pequefias variaciones observadas en la dependencia de potencial  son efecto  de

alteraciones en las constantes de equilibrio de un modelo cinetico mss coprplicado que el

de 2 estados que fue propuesto.



Modelos cin6ticos de activaci6n por potencial el6ctl.ico

Para  describir  detalladamente  la  a6tivaci6n  por  potencial  del  TRPM8,  es  necesario

estudiar  un  poco   los   dos   modelos   cin6ticos   que   se   ham  propuesto,   de   modo   de

comprender qde implica ca¢a modelo y qu6 restricciones hay que tener en cuenta.

Las t5cnicas electrofisiol6gicas permiten calcular la probabilidad de encontrar un canal

abierto (desde ahora Po), y a partir de esta medida se ajustan los resultados obtenidos a

los modelos te6ricos.

Un canal,  en general, tiene dos tipos de estados:  abiertos y cerrados.  La Po  se calcula

como la suma de las probabilidades de todos los estados abiertos del canal dividida por

la suma de las probabilidades de todos los estados abiertos y cerrados:

ncuaci6n 1

Donde a,. y C,. representan |as probabilidades de los distintos estados abiertos y cerrados

respectivanente.

Para  completar  la  expresi6n  de  Po,  es  necesario  expresar  las  probabilidades  de  los

estados   abiertos   y   cerrados   en  t6rminos   de   las   constantes   de   equilibrio   que   los

relacionan.  Las constantes de equilibrio  involucradas dependen a su vez de una o mas

variables.



a. Mode]o de dos estados

El modelo de dos estados es el modelo mds simple para explicar la activaci6n del canal

por acci6n del potencial de membrana. Supone que el canal tiene s6lo un estado cerrado,

C (no  conductivo),  con el sensor de potencial en reposo, y un linico  estado  abierto,  a

(conductivo),  con  el  sensor  de potencial  en  estado  activado.  En  este  tipo  de  modelos

ocurre  s6lo un tipo  de transici6n entre ambos estados.  En la Figura  lA se observa un

esquema  de  este  modelo.  El  equilibrio  entre  los  dos  estados  esta  comandado  por  la

constante  K que  es  funci6.n  del  potencial  de  membrana,  y  esta  definida  tomando  el

estado cerrado como ihicial y el abierto como final:

K(yin)--Kue%rvm.__e%Tfrvmv\,2) Ecuaci6n 2

Donde z  corresponde  a  la  carga involucrada en  la activaci6n  del  canal  (transici6n  de

cerrado  a  abierto),  y refleja  la  dependencia  de  potencial  de  esta transici6n;  y/„  es  el

potencial electrico de la membrana;  J7i+2 es el potencial al cual la constante tiene valor 1,

es decir la probabilidad de encontrar el canal abierto es igual a la de encontrarlo cerrado

y, por lo tanto, Po = 0.5; F es la constante de Faraday; 7' la temperatura absoluta y A la

constante  universal  de  los  gases  ideales  (Hille,  1992).  Ko  corresponde  al  valor  de  la

constante  de  equilibrio  cuando  la diferencia de potencial  electrico  de  la membrana es

igual  a  0  mv.  Es  necesario  notar  que  el  logaritmo  de  K  es  rna  funci6n  lineal  del

potencial de membrana.



De las ecuaciones 1 y 2 se tiene que la probabilidad de encontrar el canal abierto Po esta

dada por:

Po-
1+K-1       1+e-#(yin-yw2) Hcuaci6n 3

De esta tiltima expresi6n, conocida como funci6n de Boltzmam, vemos que el valor de

Po  converge  a  1  en  el  limite  de  los  potenciales  positivos,  ya  que  como  muestra  la

Ecuaci6n 2, si yin >> 0, entonces A >> 1, y K-I << 1.

Por otro lado, para potenciales muy negativos el valor de la K-'  es mucho mas grande

que 1. Aplicando  logaritmos a ambos lados de la ecuaci6n 3 se obtiene:

ln(Po) #(y" -y],2)                   Ecuaci6n 4

Esto mos dice que para el limite de potenciales negativos, el logaritmo  de Po versus el

potencial de membrana se comporta de manera lineal (Figura 1 C).



b. Modelo alost6rico de cuatro estados

En el modelo alost6rico de activaci6n por potencial el poro de conducci6n puede estar

abierto o cerrado, sin necesidad de que el sensor de potencial est5 activado; por lo tanto

son posibles  cuatro  estados para el  canal:  Co =  canal  cerrado,  sensor en reposo,  C/  =

canal  cerrado,  sensor activo,  Oo = canal  abierto,  sensor en reposo,  a/  =  canal  abierto

sensor activo. En la Figura 18, se observa un esquema de este modelo de cuatro estados.

La transici6n de cerrado a abierto en ausencia de activaci6n por potencial, Co +Oo, esta

comandada por la constante de equilibrio I,, que para este caso suponemos que tiene rna

dependencia de potencial leve.

La activaci6n del sensor de'potencial con el canal cerrado, Co +Cj  ,   esta determinada

por  la  constante  de  equilibrio  J.  La  activaci6n  del  sensor  de  potencial  tiene  como

consecuencia  que  el  equilibrio  cerrado-abierto  queda  determinado     por  I,D.  D,  es

denominado factor alosterico, y es un ndmero positivo mayor que 1 (Figura 18).

Ambas constantes de equilibrio mencionadas se expresan de la foma:

L(vm)--Lu:Hm

J(vm)--JuezHm

Ecuaci6n 5

Ecuaci6n 6

Las constantes I, y / son similares a la constante K del modelo de dos estados, pero la

carga transportada en cada uno de los equilibrios cumplen la relaci6n z£ << z/, impuesta

por la suposici6n de que la transici6n del canal de cerrado a abierto involucra muy poco



movimiento de carga, es decir que I tiene poca dependencia de potencial.  (Horrigan &

Aldrich, 1999, Brauchi y cols. 2004, Matta & Ahem, 2007).

De  la Ecuaci6n  I  se puede  deducir que la probabilidad  del  canal  abierto,  Po,  para el

esquema cin6tico de la figura 18 es:

Ecuaci6n 7

Para este modelo, Po  en funci6n del voltaje tiene una forma un poco lpas complicada

que el modelo de 2 estados, ya que existe un intervalo de voltajes donde la pendiente de

la  curva  (/#  Po)  vs  yffl  tiene  un  valor parecido  a  (z£+zj)jl/Rr,  que  corresponde  a  la

dependencia de potencial de ambas constantes J y I, pero a voltajes lo suficientemente

negativos, la pendiente sufre un quiebre, haciendo que la Po sea memos dependiente de

potencial (Figura 1 c). En este extremo de potenciales negativos Po tiene la forma:

Ecuaci6n 8

Es decir que se comporta como un modelo de dos estados, pero la pendiente de la curva

de  (/#  Po)  tiene  el  valor ZLF/Jtr,  que  es  menor  que zjj7yJ2r.  Se  obser;a  que  para Po

mayores   que    10-I,   ambo§   modelos   son   casi   indistinguibles,   mientras   que   para

probabilidades menores  que  10-I  los modelos tienen una clara diferencia (Figura  lc y

lD).
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Figura  1:  Modelos  cineticos de activaci6n  por potencial.  A:  modelo de  dos  estados.

8: modelo Alost6rico de 4 estados. C: Curvas te6ricas de Po en funci6n del potencial de

membrana para los dos modelos, escala logar[tmica. D:  el mismo grafico que C pero en

escala lineal.  a,:  estados abiertos; C,: estados cerrados;  las constantes de equilibrio K, .J

y I estin definidas en las ecuaciones 2, 5 y 6 respectivamente; Los parinetros de estas

constantes son: z =  I  e,  7'//2 = 0 mv para el modelo de dos estados; z4 = 0. I  e, £o = 0.01,

zj= 0.9 e, Jo = 0.01, D =  10000 para el modelo alost6rico.
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Hip6tesis

Sobre  la  base   de  las   evidencias  expuestas  anteriormente,   se  puede  pensar  que  la

activaci6n por potencial del TRPM8 obedece a un modelo de tipo alosterico.  Si esto es

correcto,  a  potenciales  lo  suficientemente  negativos  el  canal  TRPM8  podria    sufrir

transiciones  de  cerrado  a abierto con rna dependencia de potencial menor a z = 0.9 e,

que  se  observa  entre  0  inv  y  200  mv.    Esta  menor  dependencia  de  potencial  se

observaria a voltajes donde casi todos los sensores de potencial estan en reposo. Por lo

tanto a estos potenciales donde la Po es muy baja, la curva de /# Po vs  7r7# sufriria un

quiebre  de  pendiente,  tendiendo  a  la  dependencia  de  potencial  de  la  transici6n  que

mueve memos carga.
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Objetivo general

Calcular  la  probabilidad  de  encontrar  el  canal  abierto  en  condiciones  de  muy  baja

probabilidad. Para eso se usarin membranas con muchos canales, utilizando analisis de

ruido para contar los  canales presentes en la membrana,  y calcular la probabilidad del

canal  abierto  analizando registros  con actividad de canal iinico,  a potehciales menores

que -100mv.

Objetivos especiricos

-     Expresar  el  canal  TRPM8  en  la  membrana  de  Ovocitos  de Xe#oz)#J  /flew.s  y

obtener  registros  de  corrientes  macrosc6picas  utilizando  la  tecnica  de  pr/c¢

clamp en modalidad cell-attached.

-     Realizar conteo de canales presentes en el parche, utilizando la t6cnica de analisis

de ruido no estacionario.

-     Llevar el potencial de membrana a valores menores que -100mv de tal forma de

obtener  actividad  de  canal  tinico,  y  calcular la probabilidad  de  tener un  canal

abierto, para estos potenciales.
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Materiales y m6todos

Expresi6n de TRPM8 en ovocitos de JYe#o_z7as /oevz.s'

Se obtuvo el RNA mensajero del TRPM8 a partir de un DNA construido con el vector

de  expresi6n  para .Ye7zap#s  /crew.s  PBSTA  y  con  la  secuencia  del  TRPM8  de    rat6n

disponible en el  laboratorio  del Dr.  Ran6n Latorre.  Este vector fue  linealizado  con la

enzima Notl (Femientas) y posteriormente sometido a rna reacci6n de transcripci6n j.#

vi./ro con la enzima RNA polimerasa T7 (kit mMessege Machine, Ambion), la reacci6n

fue realizada de  acuerdo  a las  instrucciones  del  fabricante.  La concentraci6n final  del

RNA  fue  de  alrededor  de  5   Hg/prl.  La  preparaci6n  fue  diluida  en  agua  hasta  rna

concentraci6n de 2 pug/prl, separada en alicuotas de 2 Ill y guardadas en un refrigerador a

-20°C hasta que fueran utilizadas.

La micro-inyecci6n de ovocitos  se llev6  a cabo  con un micro-inyector Nanoliter 2000

(World   Precision   Instruments).   Se   inyectaron   alrededor   de    100ng   de   RNA   en

inyecciones de  50ul para cada ovocito.  Los ovocitos fueron extrai'dos quirdrgicamente

de   una   rana   mantenida   en   condiciones   de   luz/oscuridad   de    12his   a   18°C.   EI

procedimiento  consisti6  en una incision abdominal de alrededor de  5mm,  en una rana

hembra anestesiada con tricaina 2g/L @olical 80%, Lab.  Centrovert) en agua sin cloro.

La incisi6n fue realizada con la rana en hielo, a trav6s de la cual se extrajeron 16bulos

ovaricos con cientos de ovocitos. La rana fue luego suturada y transferida a un recipiente

de agua sin cloro.

Los  16bulos  con  cientos  de  ovocitos  fueron  almacenados  en  soluci6n  ND96:  Nacl

96mM, Kcl 2mM, Cac121,8mM, Mgc121mM y HEPES 5mM pH 7,6.
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Los ovocitos fueron luego disgregados mecinicamente y almacenados en soluci6n OR2:

Nacl  82,5mM,  Kcl  2,5mM,  Mgc12  1mM y HEPES  5mM pH 7,6.  Posteriormente  los

oocitos fueron desfoliculados con soluci6n OR2 y colagenasa tipo IV (Boehinger) a rna

concentraci6n  de   1,3mg/ml,  en  un  agitador  orbital  a   180  revoluciones  por  minuto

durante  una hora,  y  luego .a  100xpm  durante  una hora,  seguida  cada  agitaci6n  de  un

lavado con OR2.

La  micro-inyecci6n  se  realiz6  a  cabo  despu6s  de  6  horas  de  la  desfoliculaci6n.  Los

ovocitos inyectados se almacenaron en soluci6n ND96 a 20°C durante 4 a 7 dias, para

hacer los experimentos electrofisiol6gicos.

Electrofisioloofa

Las  corrientes   fueron obtenidas utilizande la t6cnica de patc¢ c/lcri73p en configuraci6n

ce//-crrrcrchec7 (IIamill y cols.  1981).  La soluei6n utilizada para llenar la 'pipeta de patch

fue la misma para el bafro yconterfa: K+-MES  110 mM, EGTA 5 mM, Gdc13 0,06 mM,

Kcl 2 mM, HEPES  10 mM pH 7,4. La concentraci6n de potasio se escogi6 de manera

que  el  potencial  de  reposo  del  ovocito  estuviera  cercano  a  0  mv,  de  manera  que  no

hubiera error sobre el potencial el6ctrico aplicado sobre el parche.

Las  pipetas  de patch  se  prepararon  a  partir  de  capilares  de  vidrio  de   1.65  mm  de

diametro extemo (A-M Systems Inc.), estirados en un estirador de pipetas P-97 (Shutter

Instruments). Las pipetas luego fueron pulidas en rna micro-foH.a MF-830 Orarishige).

La  maxima  resistencia  de  las  pipetas  utilizadas  fue  de  800  k£2,  con  un  diinetro  de

alrededor de 8  iim en la punta. El amplificador utilizado fue un Axopatch 2008  (Axon
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Instruments),  en  modo  yoJfc7ge  C/amp,  con  rna  sensibilidad  de  0,1  mv/pA  para  las

corrientes macrosc6picas y de 10 mv/pA o 20 mv/pA para los registros de canal iinico.

Dado  que  las  corrientes  macrosc6picas  fueron de mss  de  10  nA,  el  error maximo  de

voltaje de membrana debido a la resistencia en serie fue de alrededor de 8 mv por cada

10  nA,  error  que  fue  corregido  con  el  circuito  compensador  de  resistencia  en  serie

integrado en el amplificador.

La temperatura  de  la pieza  fue  siempre  de  20°C  para todos  los  experimentos  que  se

muestran en esta memoria.

La adquisici6n de datos fue realizada con rna tarieta PCI 6052E (National Instruments),

y rna interfaz BNC 2110 0Vational Instruments). La frecuencia de adquisici6n fue de 50

kHz para los experimentos de corrientes macrosc6picas y de analisis de ruido, y de 25

kHz para los experimentos de canal dnico.

Se  utiliz6  un  filtro  Bessel  analogo  de  8  polos  900C/9LBL  (Frequency  Devices)    a la

salida del amplificador, con una atenuaci6n de -3dB a 15 kHz para los experimentos de

corrientes  macrosc6picas  y  de  analisis  de ruido,  y  a  5  kHz para los  experimentos  de

canal tinico.

Se  utiliz6  un  software  de  adquisici6n  desarrollado  por  el  Dr.  Pautci`o  Orio  (Centro

Interdisciplinario de Neurociencias de Valparaiso) basado  en la plataforma LABVIEW

para el sistema operativo Windows XP (Microsoft), para dar los comandos de voltaje y

registrar las corrientes obtenidas.

Los giga sellos obtenidos (>1 GQ) fueron sometidos a 3 diferentes protocolos de voltaje.

El primer protocolo de voltaje consisti6 en 2 ms de mantenci6n a -80 mv, seguidos de

35ms    de  un  pulso  de  prueba  que  fue  variando  desde  250  mv  hasta  -loo  mv,  en
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intervalos de 10 mv, y luego el potencial fue llevado a -60 mv por 2 ms. El potencial de

mantenci6n fue de 0 mv y cada pulso fue separado del anterior por 3 s.

El   segundo   protocolo,   utilizado   para  hacer   analisis   de   ruido,   const6   200   pulsos

sucesivos, donde los primeros 8 ms se fij6 el voltaje a -50 mv, luego se dio un salto a

220 mv por 32 ms, y luego a 0 mv por 60 ms. El voltaje de mantenci6n fue de 0 mv, y

cada pulso fue separado de otro por 300 ms.

En los protocolos de corrientes macrosc6picas y analisis de ruido se utiliz6 un protocolo

-p/4 para restar la corriente transitoria debido a la capacidad de la membrana (Armstrong

& Bezanilla,1974)

Una  vez  realizados  los  dos  protocolos  anteriores  se  procedi6  a  vcr  la  actividad  de

canales `hicos, manteniendo el potencial fijo por 60 s o 30 s a potenciales entre 0  mv y

-210 mv, utilizando el modo de adquisici6n continuo.

Todos los voltajes mencionados en los protocolos anteriores corresponden al voltaje de

transmembrana.

Analisis de Datos

El  analisis  de  los  datos  crudos  se  realiz6  en  el  programa  Clampfit,  de  la platafolma

Pclamp 9.2 (Axon Instruments). En este programa se calcul6 la corriente promedio para

cada pulso de voltaje en los experimentos de corriente macrosc6pica. Tambien se utiliz6

para calcular la corriente promedio y varianza en los experimentos de analisis de ruido.

Para estos dos tipos de experimentos no se utiliz6 ningth filtro digital. Pira los registros

de   canal  thico,   se  utiliz6`  un  filtro  Bessel  pasa-bajos,   de  tal  manera  de  observar

claramente las transiciones (minima frecuencia de corte:  750  Hz). Para calcular Po,  se
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procedi6 a contar los eventos manualmente. El programa calcul6 Po en base al ninero

de canales, obtenido del analisis de ruido del parche correspondiente.

Todo  el  analisis  posterior  se  realiz6  usando  el  programa  MS-Excel  de  la plataforma

Office   (Microsoft).   Los   modelos   te6ricos   fueron   ajustados   minimizando   el   error

cuadratico  del  modelo  frente  a  los  datos  experimentales,  utilizando  el  complemento

Solver de MS-Excel para realizar la minimizaci6n:

E-Z:(4xp-4n.dy Ecuaci6n 9

Donde E es el error cuadratico a minimizar, J4ap es un dato  experimental y 14mod es su

contraparte  correspondiente  del  ajuste  a un modelo.  Dado  que  el  inter6s  se  centra en

ajustar  el  modelo  a  probabilidades  muy  pequefias  se  utiliz6  como  dato  el  logaritmo

natural de Po (/7? Po). Asi el error cuadratico a minimizar toma la forma:

Hcuaci6n 9.1

Para obtener Po relativa a voltajes positivos se midi6 el valor de la corriente promedio

de los tiltimos  10 ms de cada pulso (I), y se dividi6 por el voltaje del pulso  (yrm) para

obtener la conductancia (G).
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Luego  se  dividi6  este  valor por  la  conductancia  maxima  obtenida  en  el  experimento

(Gmax), de acuerdo con la expresi6n de corriente:

I - PoqFT"Vm

G--PoG"x

Ecuaci6n 10

Hcuaci6n 10.1

Para contar los canales presentes en el parche se ajustaron los resultados de corrientes

promedio (I) y variariza (o2) de corriente a rna parabola de la foma:

c2=il-I±
IV

Ecuaci6n 11

Con este ajuste se obtuvo los valores de conductancia unitaria (I.) y de ndmero de canales

(jv)  presentes  en  el  parche  (Ap5ndice  I).  Tambi6n  se  obtuvo  Po  absoluta  a  220  mv,

haciendo  la  raz6n  entre  la  corriente  maxima alcanzada  en  el  protocolo  de  ruido  y  la

corriente unitaria multiplicada por el ninero de canales:

Ecuaci6n 12

Posteriormente  se normaliz6 Po relativa obtenida de las corrientes macrosc6picas, con

respecto al valor de Po absoluta a 220 mv.
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Resultados

Corrientes macrosc6picas y anflisis de ruido

Se  registr6  la  corriente  de  macro  parches  obtenidos  de  la  membrana  de  ovocitos  de

JYle#apws  /czevis  con  la  t6cnica  de pczfch  c/¢mp  en  modalidad  ce//  af/cz;¢ec7.  Ya  que  el

TRPM8 es un canal muy sensible a la temperatura de la pieza, todos los registros fueron

obtenidos a 2o°C.

Para poder calcular rna Po muy baja es necesario tener una cantidad grande de canales,

por  lo  que  los  parches  con  memos  de  1  nA  a  250mv  fueron  descartados.  La  baja

expresi6n  de  canales  TRPM8  se  puede  solucionar  si  las  corrientes  macrosc6picas  se

registrar  en  membranas  de  ovocitos  luego  de  5  dr'as  post  micro-inyecci6n  del  RNA

(Figura    2).    Usando    este    protocolo    experimental    se    puede    obtener    corrientes

macrosc6picas del orden de decenas de nA a 250 mv. Se observ6 que en macro-parches

de ovocitos no inyectados no se registraron corrientes macrosc6picas (Figura 2).

En todos los parches registrados expresando TRPM8  se observ6 rna clara rectificaci6n

de salida, donde la corrient; macrosc6pica se distingue del ruido instrumental a voltajes

mayores que 80 mv (Figura 2).
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200 mv
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Los valores de corriente promedio y varianza de la corriente fueron obtenidos utilizando

el programa Clampfit 9.2.  Ajustando  los datos obtenidos a una parabola (Ecuaci6n  11)

es  posible  calcular  la  cantidad  de  canales  presentes  en  el  parche.  Es  necesario  hacer

notar que para que el  ajuste a la Ecuaci6n  11,  se  obtengan valores confiables de IV,  los

datos deben describir el maximo de la parabola.  (Figura 6).  En la Figura 6A se observa

que los datos presentan una tendencia parab6lica, pero esta tendencia muestra que existe

corriente  de  0.I  nA  con  varianza  ~0  nA2,  es  decir  que  este  experimento  en  particular

tiene corriente de/war. Ademds se puede notar que los datos no describen un maximo de

varianza  por  lo  que  no  se  puede  calcular  de  manera  confiable  el  numero  de  canales

presentes en el parche. Sin embargo en la Figura 68 se muestra otro experimento en que
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la curva pasa por el origen de coordenadas y alcanza un mckimo a ~4 nA. El ajuste a la

ecuaci6n   11   dio  una  conductancia  de  74  pS,  un  valor  parecido  al  encontrado  en  la

literatura (ver Brauchi y cols. 2004) y en congruencia con los analisis de canales tinicos

(vcr mas abajo), un IV de 494 canales y una Po matima de 0.57 calculada a partir de la

corriente promedio maxima, registrada al final del pulso despolarizante.

A                o2, (nA)Z

a                  o2, (nA)2

i'nA

Figure  6.  Anflisis  de  varianza  y  corriente  promedio.  Resultado  del  analisis  de  vananza  y  corriente

promedio obtenido de 2 experimentos de analisis de ruido distintos. A. experimento realizado a  180   mv,

no  se  logra  llegar  al  mdximo  de  la  parabola,  por  lo  que  no  se  puede  realizar  un  ajuste  apropiado.  8.

experimento  realizado  a  220  mv,  la  varianza muestra un  mckimo  alrededor de  los  4  nA.  El  ajuste  dio

como resultado un IV de 494 canales con una conductancia unitaria de 74 pS.

24



Para tener una medida absoluta de Po, se normaliz6 cada valor de G/G"ax, obtenido de

las corrientes macrosc6picas (ver MaJerrd/es y Mg/odas, Ecuaci6n  10.1),  al valor de Po

obtenido a 220 mv,  y se multiplicaron  los valores obtenidos por la Pomax del resultado

de analisis  de  ruido del  mismo parche.  De esta forma  la Po  calculada de  las  corrientes

macrosc6picas a 220 mv tiene el mismo valor calculado con el analisis de ruido, y por

lo tanto  el  resto  de  las  Po  calculadas  a distintos voltajes tendrian  un valor parecido  al

absoluto. En la Figura 7 se observan los valores de Po calculados para voltajes mayores

que 0 mv los seis experimentos realizados.

Oj

0.,

a,3

0j

0,i

a

•..::i;i:.

a                so               lee             i5o             aoo             &so             3co

Vm' mv

Figura  7.  Po  en  funci6n  del  voltaje.  Po  calculada  para  distintos  voltajes  de  membrana  obtenida  del

promedio  de  corriente  de  los  ultimos  10  ms  de  cada  pulso  del  protocolo  de  corrientes  macrosc6picas,

aplicando la Ecuacidn  10.  Se muestran seis experimentos diferentes representados por distintos colores de

los puntos.
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Analisis de actividad de canales dnicos

Los  registros  de  canales  thicos  fueron  tornados  principalmente  a  voltajes  negativos

menores que -50 mv. En estos registros se observaron saltos discretos de corriente. Para

realizar  el  analisis  de  los registros  de  canales \inicos,  estos  fueron procesados  con un

filtro Gauss digital pasa-bajos disponible en el programa Clampfit 9.2. La frecuencia a la

cual la atenuaci6n es de -3dB, fue elegida de acuerdo a la relaci6n sefial/ruido, de modo

de  que  se  observaran  de  manera  clara  los  niveles  abiertos  y  cerrado  (Figura  8).  Los

saltos  de  corriente  unitaria  tuvieron  una  anplitud  que  vari6  de  manera  lineal  con  el

voltaje, indicando que la corriente de canal abierto sigue la Ley de Ohm:

i = g(vm - vi) Ecuaci6n 13

Donde i. es la corriente unitaria del canal, g la conductancia unitaria,  yrm el potencial de

membrana y yz. es el potencial de inversi6n de la corriente.

El ajuste de los dates experimentales a la Ecuaci6n 13 da rna conductancia unitaria g de

74 pS  (Figura 9).  El potencial de inversi6n  V!., en todos los casos fue cercano  a 0 mv

(Figura 9), sugiriendo que el canal es selectivo a cationes, en particular al potasio de la

soluci6n. Se comprob6 que en macro parches de ovocitos sin inyectar  no hubo actividad

de canales tinicos con una bonductancia de alrededor de  80 pS  en todo el intervalo  de

voltaje utilizado en este trabajo, por lo tanto se supone que toda la actividad de canales

tinicos con esta magnitud de corriente se debe a canales TRPM8.
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Para el calculo de Po, los registros de canales `inicos fueron analizados con el detector

de eventos de Clampfit 9.2. El programa cuenta un evento cada vez que la corriente pasa

por el punto medio entre un nivel de corriente y otro.  El programa idealiza los eventos

como  escalones  cuadrados  de  los  distintos  niveles  de  corriente  (Figura  10),  y  puede

calcular los tiempos acumulados en cada nivel.

-a-..L. ++.____1', I ,, _ , JL^nl-` , . +-I  ,i,i,"  ,.-
--NIIIaHi,  Li       ch„Ilu_PEdl`I-n   I    Jfl`,benfu

1rl.

T  '  ITlqufs
I  „'"['1'1`'

.'1` ']'url    I"
)I

'1
I w iT'Ii                       I iitri'ipr'wirfl"i r "pr'T       I

10pAe
'1

I

1

Idecanales

500 msFigura10.Idea]izaci6n de  niveles  abie
Irtos

y  cerrados.  Trazo  de  corriente  con  activid

inicos  donde  se  han  idealizado  los  distintos  niveles  de  corriente.  Las  lineas  azules  muestran  los  tres

niveles de corriente,  uno cerrado (flecha negra) y dos abiertos (flechas blancas). Los trazos rojos y azules

muestran las idealizaciones de Las transiciones entre niveles de corriente.
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Una  vez  obtenidos  los  tiempos  acumulados  de  los  distintos  niveles  de  corriente,  el

programa es capaz de calcular Po usando la funci6n:

po-iz:kpk Ecuaci6n 14

Donde  Pk  es  la  fracci6n  de  tiempo  del  registro  en  que  * canales  estuvieron  abiertos

simultalieamente.  k es  rna  variable  que  toma valores  enteros  positivos  k =  I,2,3...#,

donde # es el mckimo niinero de canales que se abrieron simultineamente en el registro.

En los registros # tom6 un valor matimo de 4, y un valor minimo de  1. IV es el ninero

de canales presentes en el parche, obtenido del resultado de analisis de ruido. La Figura

11 muestra los valores de Po calculada a partir de los registros de canales iinicos.
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Dependencia de potencia] y modelo de dos estados

Como primera aproximaci6n para el estudio de la dependencia de potencial de TRPM8,

se ajust6 la Po calculada de las corrientes macrosc6picas a una funci6n de Boltzmann,

asociada al modelo de 2 estados, para estimar la cantidad de cargas involucradas en el

proceso de activaci6n.

El ajuste de los datos a la funci6n de Boltzmann (Ecuaci6n 3), se llev6 a cabo s6lo con

los trazos de coITiente producidos por pulsos mayores o iguales a 50 mv, debido a que el

valor  de  la  conductancia promedio  calculada  a partir  de  las  corrientes  macrosc6picas

contiene errores cada vez mas grandes a medida que se acerca al voltaje de inversi6n de

corriente, en este caso 0 mv (Ecuaci6n 10). En este intervalo de voltajes la probabilidad

de encontrar el canal abierto cambia varios 6rdenes de magnitud (Figura 12). Para hacer

comparable  el  peso  del  ajuste  en todo  el  intervalo  de  Po,  la minimizaci6n  se  realiza

sobre  la  suma  de  los  cuadrados  de  la diferencia  de  logaritmos  de  Po,  o  lo  que  es  lo

mismo, 1a suma de cuadrados del logaritmo de la raz6n Popper,.mewa//Poca/ca/add (Ecunci6n

9.1).

En la Figura  12 se observa rna curva representativa de Po en funci6n de  yin calculada

de  los  experimentos  de  corrientes  macrosc6picas.  Se  observa  que    en  el  intervalo  de

voltajes entre 250  mv y 50 mv, la pendiente del logaritmo  de Po toma un valor cada

vez mayor tendiendo asint6ticamente a un maximo a medida que se dislpinuye el voltaje

de membrana (Figura  12),  como  lo predice el modelo  de dos estados  (Ecuaci6n 4).  El

mejor ajuste se muestra como una linea roja en las curvas Po vs 7rm.
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El valor promedio  de z fue  de  0.75  ±0.1, mientras  que  el valor de  7'//2 fue  de'  190 ±15

mv,  obtenido   de   seis  parches  distintos.   Los  detalles  de  cada  ajuste  para  los  seis

experimentos estin resumidos en la tabla I. Dado que la temperatura de la habitaci6n fue

20°C, el valor de Jt7l/F usado en los ajustes fue de 25mv.  Es destacable que para este

tipo de registros no es recomendable hacer un ajuste al promedio normalizado de datos,

dado  que  si  se promedian curvas  con pendientes  con valores  de z id6nticos,  pero  con

distintos valores de y//2, la curva resultante tiene un valor de z subestimado (Horrigan y

cols.1999).

Exp. Z Vo, mv

1 0.85 190

2 0.82 209

3 0.83 193

4 0.58 165

5 0.72 197

6 0.72 187

Prom. 0.75 190

E.S. 0.10 15

Tabla I. Pafametros obtenidos del ajuste al modelo de dos estados a partir de los valores de Po obtenidas

de  corrientes  macrosc6picas  para  cada uno  de  los  seis  experimentos  analizados.  Se  muestra tambien  el

valor promedio y el error estindar de la muestra.
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TRPM8 y Ajuste al Modelo Alost6rico

Dado  que  el  modelo  alosterico  planteado  posee  5  parinetros  (£o,  z£,  Jlo,  zj y  D),  es

necesario analizar detalladamente el comportamiento del modelo a lo largo del intervalo

de voltaje estudiado. Para poder realizar el ajuste de los parinetros, podemos dividir el

intervalo  total  de  voltaje,  en  intervalos  mas  pequefios  donde  el  modelo  te6rico  tiene

comportamientos  peculiares,  que  serin  vistos  a  continuaci6n.  La  forma  de  ajustar  el

modelo es realizando minimizaciones del error para las distintas aproximaciones.

Tal como fue ya mencionado, podemos suponer que la magnitud de ,/D 'es menor que  I

para voltajes  muy negativos  @cuaci6n 6)  y,  dado  que  definimos D  como  un numero

positivo mayor que 1, si JD < 1, se cumple que J << 1. De esta forma podemos ver que

el  valor  de  Po  toma  la  forma  de  la  Ecuaci6n  8.  Como  tambi5n  suponemos  que  la

constante   I   tiene   valores   mucho   menores   que   1,   podemos   hacer   la   siguiente

aproximaci6n:

limymi_ Po =
1 + I-I

%Z, Ecuaci6n 15

Esto  quiere decir que  es posible ajustar directamente los parinetros de la constante I,

(Ecuaci6n  5)  con los valoles de Po para voltajes muy negativos.  El  procedimiento  de

ajuste fue el mismo que el .utilizado para el ajuste al modelo de dos estados (Ecuaci6n

9.1). Para este caso, se ajustaron los parinetros de la constante I con los valores de Po

obtenidosdelintervalodev'oltajesmenoresque-80mv(Figura13),quecorrespondena

los registros de canales tinicos.
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Dado  que I,  es rna constante con una debil dependencia de potencial,  suponemos que

esta  varia  poco  en  el  intervalo  de  voltajes  positivos  mds  grandes  alcanzados  en  los

experimentos, y por lo tanto el producto £D detemina la Po maxima a la cual puede

llegar el modelo  variando  el voltaje.  Podemos calcular £D  suponiendo. que a 250  mv

esta la mayoria de los sensores de voltaje activados:

L2SoWD-
P025oW

1 -P025omv
Ecuaci6n 17

Para  esto  es  necesario  obtener  el  valor  de  I  a  250  mv,  utilizando  los  paralnetros

encontrados  en el  ajuste  anterior (Tabla 11).  El parinetro  D   calculado  de  esta forma

tuvo un valor promedio de 2343 ±  3310.

En el intervalo de voltaje restante, se cumple que L/D>1, pero J<1, y podemos aproximar

Po ar.

I      -fe±ym
1+

IJD      -'   LOJOD

Ecuaci6n 18

Esta funci6n tiene la misma. forma que una funci6n de Boltzmapn (Ecuaci6n 3), donde la

dependencia de potencial z corresponde a la suma de las contribuciones de dependencia

de potencial de las constantes I, y J, y donde:
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RT1
'2_       F(zL+ZJ) ln(I.J.D) Ecuaci6n 19

Y por lo  tanto  se puede  aproximar los parinetros /a y z/ a partir de  los  parinetros

calculados de la constante I y del primer ajuste al modelo de 2 estados. Utilizando este

razonaniento, los valores calculados de z/ y Jo fueron de 0,50 ± 0,14 e y 0,019 ±0,022

respectivamente (Tabla 11).

Exp. 40 Z1 D* z,* /o*

1 0,00015 0,31 1700 0,54 0,006

2 0,00040 0,19 1089 0,63 0,002

3 0,00011 0,15 9041 0,68 0,002

4 0,00100 0,20 1143 0,38 0,019

5 0,00020 0,30 661 0,42 0,026

6 0,Oooli! 0,40 426 0,32 0,060

Prom. 0,00034 0,26 2343 0,50 0,019
E.S. 0,00034 0,09 3310 0,14 0,022

Tabla 11. Parinetros obtenidos del primer m6todo para ajustar al modelo alosterico a partir de los valores

de Po obtenidas de canales `inicos y los parametros del ajuste a la funci6n de Boltzmann obtenidas de las

corrientes  macrosc6picas .(vcr  Tabla  I).  Los  parinetros  marcados  con  asteriscos  (*)  corresponden  a

valores calculados siguiendo el procedimiento descrito en el texto. Se muestra tambi6n el valor promedio

y el error estindar de la muestra.

Se utiliz6 tambien rna segunda aproximaci6n para calcular los parinetros zj, Jo y D, la

cual consisti6  en dos minimizaciones sucesivas del error cuadratico (Ecuaci6n 9.1). La

primera minimizaci6n consisti6 en ajustar solamente los parinetros D y ./a, dejando los

36



parinetros  z£,  I,a  y z/ fijos.  Los  valores  utilizados  para zf  y fo  fueron  los  obtenidos

anteriormente, mientras que el valor de zi fue fijado como igual al parinetro z obtenido

del ajuste al modelo  de dos estados (Tabla I). Una vez realizado  este ajuste,  se realiza

rna segunda minimizaci6n -del error cundratico dejando los cinco parinetros libres. Es

necesario hacer notar que se debe hacer este procedimiento en dos pasos para evitar que

el algoritmo utilizado por SOLVER llegue a "mhimos locales".

Los valores de z£, £o, z/, Jo y D se ajustaron respectivamente a:  0,27 ± 0,12;  0,00026 ±

0,00019; 0,72 ± 0,08; 0,014 ± 0,014;  1375 ± 1800. Los valores de este procedimiento de

dos pasos estin resumidos en la Tabla Ill.   Las magnitudes de los parinetros obtenidos

en este  segundo  ajuste  son similares  a los  obtenidos  con  el primer m6todo  (comparar

Tablas  11  y  Ill).  En  la Figura  14  se  muestra un  set  de  datos  con  el  ajuste  al  modelo

alost6rico, asi como tambi6n dos ajustes al modelo de dos estados (vcr mas abajo).

Exp. 10 ZL D ZJ Jo

1 0,00012 0,39 683 0,61 0,012
2 0,00039 0,19 815 0,76 0,002
3 0,00010 0,15 5011 0,83 0,002
4 0,00059 0,15 997 0,78 0,013

5 0,00020 0,32 482 0,66 0,017
6 0,00018 0,41 261 0,68 0,040

Prom. 0,00026 0'2:I 1375 0,72 0,014
E.S. 0,00019 0,12 1800 0,08 0,014

Tabla  Ill.  Pafametros  obtenidos  del  segundo  m6todo  para  ajustar  al  modelo  alost5rico  a  partir  de  los

valores de Po obtenidas en todo el intervalo de voltajes.  Se muestra tambi6n el valor promedio y el error

estindar de la muestra,
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Comparaci6n  entre ajustes a los dos modelos propuestos

Para averiguar si efectivamente el modelo alosterico describe mejor el comportamiento

de Po que el modelo de dos estados, se realiz6 una prueba estadistica F, que determina

con una cierta confianza si para una misma muestra de datos el ajuste es mejor con rna u

otra funci6n, con distinto ndmero de parinetros.

Para realizar  la comparaci6n,  primero  se  debe realizar un ajuste  a un modelo  de  dos

estados   con   nuevos   parinetros   que   comprenda  el   intervalo   completo   de   voltaje

estudiado (entre -210 mv y'250 mv). Los resultados de este nuevo ajuste se pueden ver

en la tabla IV, junto con sL respectivo error cuadratico  (Ecuaci6n 9.1).  La contraparte

del modelo alost6rico esta representada por los parinetros del segundo ajuste realizado

(Tabla Ill). Con ambos ajustes .se calcula un valor de F, igual al calnbio relativo del error

cuadratico dividido por el cambio relativo de los grados de libertad (g.d.I.):

F-_ (EC1-EC2).IEC2
(gdn-gdi2)i8di2

Ecuaci6n 20

Donde  ECJ  representa  el  error  cundratico  del  modelo  de  dos  estados  y  EC2  el  error

cuadratico del modelo alost6rico. ed/I  y gdJ2 son los grados de libertad del modelo de

dos estados y del modelo al.ost6rico respectivanente, que se calcula como el ndmero de

datos  experimentales,  memos  el  n`inero  de  parinetros  de  cada  modelo,  menos  1.  EI

valor de F para que estadisticamente  el  ajuste  del modelo  alost6rico  sea mejor que  el

modelo  de  dos  estados,  con  rna  probabilidad  de  error  de  0,01   es  de  ~4.31   (valor

obtenido de rna tabla I;). La Tabla IV muestra que para los seis experimentos el valor de
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F  calculado  es  mayor  que  4,31   y  por  lo  tanto  el   ajuste  al  modelo   alost6rico   es

estadisticamente mejor en todos los experimentos realizados.

Exp. EC1 gd/I EC2 gd/I f
1 1,32 34 0,67 31 10

2 15,2 39 2,14 36 73

3 17,2 45 7,18 42 20

4 2,86 33 0,65 30 34

5 4,69 42 1,39 39 31

6 5,48 44 1,58 41 34

Tabla IV. Parametros estadisticos para deteminar si efectivanente el modelo alost6rico es mejor que el

modelo  de  dos  estados.  Esto  es  cierto  con una  probabilidad  de  error  menor  que  0,01,  ya  que  todos  los

valores de F calculados son mayores que 4,31.

Vm, mv

-3cO                 -2cO                 -loo

•    experimental

-rede10
Bleste,i{O

-modelo de den
estrdo= 1

-modelo de des
estedes a

Figura  14.  Ajuste  de Po  a  distintos  modelos.  Resultado  del  ajuste  de  Po  de  un  set  de  datos  a tres

modelos  distintos:  modelo  alosterico  (curva  roja,  experinento  2,  Tabla  Ill);  modelo  de  dos  estados

obtenido solo de cornentes macrosc6picas (curva verde. Experinento 2, Tabla I); modelo de dos estados

tomando en cuenta todo el intervalo de voltaje (curva naranja, z = 0,59;  y, 2 = 245 mv).
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Quiebre de la pendiente de /# Po en funci6n del voltaje

Se puede observar en la Figura 14 que un set de datos experimentales son bien descritos

por un modelo  de  dos  estados  en  el  intervalo  de  voltajes  mayores  que  50  mv  (trazo

verde), sin embargo para voltajes menores este modelo se aleja de los resultados.

Para   el   modelo   alosterico,   la  pendiente   de   /#   Po   con   respecto   al   voltaje   para

probabilidadespequefiasest.adadopor(Apchdicell):

d#--#+ ZJF      JD          ZJF

RT  (JD+1)     RT(J+1)
Ecuaci6n 21

Como vimos, en el intervalo donde se observa la mayor variaci6n de P6 en funci6n del

voltaje, L/ < 1 pero JD > 1. Si se observa la Ecuaci6n 21, dado que JD/(1+JD) = 1  y J es

pequefio con respecto a 1 y podemos aproximarla a:

d in Po
dvm

s#+#(I-J,#ZLF + ZJF

Jar
Ecuaci6n 22

Esto dice que la dependencia de potencial en el intervalo donde JD es mayor que 1, es la

contribuci6n de las 2 dependencias de potencial involucradas, comportindose como un

modelo secuencial de activaci6n por potencial (Sigg & Bezanilla,1997).

Ahora si forzamos al potencial de membrana de manera tal que JD <  1,.la Ecuaci6n 21

se aproxima a:

dlnPo `=.r
jzr

Ecuaci6n 23
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Es  decir que  la pendiente tiene  ahora un valor menor que  en el  intervalo  anterior.  EI

punto de "quiebre de pendiente" por lo tanto puede ser calculado en el voltaje donde se

cunple que L/D = 1. Este quiebre en la pendiente se puede observar mirando el ajuste al

modelo alost6rico en la figura 14 (trazo rojo), en este caso el quiebre de pendiente ocurre

en Vm = -14 mv.

Desviaciones en los parfmetros

Se  puede  observar  en  las  tablas  11  y  Ill  que  los  parinetros  fo,  Jo  y  D  tienen  una

desviaci6n estindar de una magnitud similar al promedio. Puede parecer a primera vista

que  el  modelo  alosterico propuesto tiene poco valor, pero  es inuy importante recalcar

que  los   dos  parinetros  mas  importantes   en  el  contexto  de   este  trabajo   son  las

dependencias del potencial zf y z/, que tienen una desviaci6n estindar de una magnitud

similar a la calculada con el modelo de dos estados. Diferencias en los parinetros fo, L/a

y  D  representan  corrimientos  de  las  curvas  Po  en  el  eje  del  voltaje,  que  a  su  vez

dependen  de  la  energia  entre  estados  abiertos  y  cerrados.   Las  vari.aciones   de  los

parinetros  de  equilibrio  fzi,  Jo  y D  entre  experimentos  por  lo  tanto  puede  deberse  a

variables no controladas que influyen en la diferencia de energia entre estados abiertos y

cerrados (un ejemplo podria ser la tensi6n de la membrana). Ademds podemos recalcar

que  la  relaci6n  entre  la  magnitud  de  los  tres  parinetros  en  cuesti6n  y  las  energias

involucradas es de cardcter exponencial, por lo que variaciones pequefias en las energias

involucradas,  se  ven  reflejadas  como  variaciones  mayores  en  la  magnitud  de  estos

parinetros.

41



E] significado del pardmetro D

Si mos situanos a voltajes negativos donde la mayoria de los sensores de voltaje estin en

reposo,  Po  esta  descrita  aproximadamente  por  la  Ecuaci6n  15,  mientras  que  si  nos

situamos en voltajes donde la mayoria de los sensores estin activados, Po se aproxima a

la  Ecunci6n   16.  Ambas  ecunciones  tienen  la  misma  foma,  pero  la  segunda  esta

desplazada  hacia  la  izquierda,  puesto  que  I  es  una  funci6n  exponencial  y  D  es  una

constante (Figura 15).

Vm, mv

400              -3cO              -2cO              -loo             •.,
..........iob. . .. .. .    2co                 3ao                 4co

.......i;i;`1

po=1±.................... '                          ..: O --±L
LD..-,irm2|

Ecg.ci6n 16                                                 .

........                                       EeuacidnrsPo

1

....'   / - ... ..{ir
.....A

I,res

1pe

Figure  15. Significado del parametro D. activar los sensores de voltaje desplaza la curva de la Ecuaci6n

15 (linea punteada en rojo oscuro) hacia la izquierda `transformindola" en la Ecuaci6n  16 (linea punteada

en  rojo  claro).  La  linea  azul  representa  el  comporrmiento  real  de  Po.  La  linea  verde  representa  la

probabilidad de encontrar el sensor de voltaje en estado activado. Curvas te6ricas obtenidas de los valores

promedios de mejor ajuste al modelo alost6rico (Tabla Ill)
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En general, 1as constantes de equilibrio ®or ejemplo I,), son funciones exponenciales de

la  diferencia   de   energ{a  entre   dos   estados   definidos,   y  desplazar   estas   funciones

exponenciales supone aportes o p6rdidas de energfa para el proceso de transici6n de un

estado a otro.

Podemos  entender  entonces  el  significado  fisico  del  parametro  D  como  la  energia

entregada por el  sensor de voltaje en estado  activado para contribuir a la apertura del

poro. El aporte energ6tico es igual a Jtr /# D, y dado que el valor promedio de D es de

1375  ±  1800,  la  cantidad  de  energia  promedio  es  de  16,7  ±  2,5    kJ/mol  a  20°C  (6

7,2.6*HT).

Es muy importante que este proceso de transducci6n respete la conservaci6n de energia,

es  decir  que  la  energf a  entregada por el  sensor  segtin  el  ajuste,  no  sea mayor  que  la

energfa   que   realmente   puede   recolectar.   Podemos   calcular   la   energia   el6ctrica

recolectada por  el  sensor  multiplicando  la  cantidad  de  carga  desplazada  (z/I)  por  la

magnitud del  intervalo  de voltaje donde ocurre la transici6n.  Para el  sensor de voltaje

con un valor de z/ = 0,72, el desplazamiento del 99% de la carga del sensor ocurre en un

intervalo de ~320 mv, por .lo que la energia resultante es de 22,2 kJ/mol. Este valor es

mayor que el aporte calculado del ajuste (16.7 kJ/mol) por lo que no se   esta violando la

conservaci6n de energf a. E; relevante tener en consideraci6n este punto al momento de

realizar los ajustes, pues para los efectos de la minimizaci6n, D es un ninero que podria

tomar  valores  arbitrariamente  grandes,  especialmente  si  Po  experimentalmente  toma

valores cercanos a 1  (Ecuaci6n 16).
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Discusi6n

EI TRPM8  ha sido postulado como uno de los actores principales en lo que respecta a

sensaci6n de temperaturas bajas en maniferos.  Se ha mostrado que animales knockout

para el gen del TRPM8 tienen problemas evitando estimulos t6rmicos nocivos, de entre

|5°C y 5°C (Colbum y cols. 2007).

El hecho de que el TRPM8  sea activado por bajas temperaturas y por despolarizaci6n,

no es trivial ya que al potencial de reposo la corriente de entrada de cationes, despolariza

mas atin la membrana activando mas este canal, lo que puede ser considerado como un

circuito con realimentaci6n positiva, lo que hace que el sistema sea mucho mds rapido y

por  lo  tanto,  se  alcance  mas  ripidamente  el  umbral  del  potencial  de  acci6n  a-  ej.,

Hodgkin,1967).

No existen datos cristalogrificos de la estructura de los canales TRP, por lo que hasta el

momento   solo   se   supone.  que   el   sensor   de   potencial,   asi   como   en   los   canales

dependientes  de  voltaje,  serfa  el  segmento  S4.  El  sensor  de  potencial  de  los  canales

dependientes  de potencial  de la familia Kv,  a la cual pertenece  uno  de  los  canales  de

potasio  mas  estudiados,  S¢cr#er,  tiene  rna  secuencia  particular  donde  existen  varios

residuos positivamente cargados, cada uno separado por dos residuos hidr6fobos.  Se lia

demostrado  que  esta  estructura  es  altanente  especializada,  ya  que  al'agregar  cargas

positivas  en  posiciones  donde  naturalmente  hay  residuos  hidr6fobos,   disminuye  la

dependencia de potencial (Ahem & Horn.  2004,  Gonzalez y cols.  2010).  Dado que en

los  TRP  esta  estructura  especializada  no  esta,  es  valido  pensar  que  aunque  existan

algunas cargas en el segmerito S4, este supuesto sensor no tenga ninguna funcionalidad.
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Sin embargo, la hip6tesis que el segmento S4 fomaria parte del sensor de potencial fue

puesta a prueba mutando la thica carga positiva existente en el S4 del TRPM8 y otros 4

residuos  en  el  lazo  que  une  el  segmento  S4  con  el  S5.  Se  hallaron  dos  cargas  que

modificaron  aparentemente  la  dependencia  de  potencial:  R842  y  R856.  Estas  cargas,

R842 y R856, redujeron la dependencia de potencial en 0,2 e y 0,3 e respectivamente, de

un total calculado de 0.9 a. (Voets y cols. 2007). La metodologia utilizada en ese estudio

para calcular la dependencia de potencial, fue el calculo de la pendiente limite a partir de

5 rampas de voltaje promediadas. Sin embargo, esta metodologia puede ser cuestionable

para Po  muy bajas  debido  a la gran dispersion de los puntos introducida por el ruido

instrumental. Ademas se sabe que el calculo de la dependencia total de potencial con el

uso  de  la pendiente limite es  dependiente del modelo, ya que para ciertos modelos  de

activaci6n por potencial se subestima o  sobreestima el ntimero  de  cargas  involucradas

(Sigg & Bezanilla,1997).

Los  datos  obtehidos  en  esta  memoria  muestran  un  quiebre  en  la  curva  de  /#  Po  en

funci6n del potencial  de membrana,  lo que evidencia que existen transiciones  que son

muy  poco   dependientes  de  potencial,  y  apuntaria  a  que  existe  un  acople  de  tipo

alost6rico entre el sensor de. potencial y la apertura compuerta q.ue impide el paso de  los

iones a trav5s del poro del canal.

Los  datos  aqun'  presentados,  junto  a  otros  antecedentes  bibliogfaficos  mencionados

anteriormente,   sustentan   que   el   TRPM8   efectivamente   posee   un   mecanismo   de

activaci6n alost6rico. Este hecho podria explicar un aparente cambio de dependencia de

potencial en los experimentos donde se neutralizaron las cargas del seginento S4, R842

y R856, del TRPM8. Esta explicaci6n se basa en que en un modelo alost6rico en que se
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altera el equilibrio de del sensor de potencial Jo sin alterar el valor de z/, se  produce una

aparente disminuci6n del parinetro z si se ajusta a una funci6n de Boltzmarm (Ecuaci6n

3). Esto se ha observado antes para el canal de potasio activado por calcio BK, donde la

mutaci6n  R207Q  produce  este  desplazamiento  del  equilibrio  en  I/a  (Horrigan  y  cols.

1999).

Lo anterior podria indicar que las cargas del segmento S4 no son las   que efectivamente

son transportadas  en  el proceso  de  activaci6n.  Desafortunadarnente  la iinica  forma de

comprobar  si  esta hip6tesis  es  correcta,  es  medir "gating  currents"  y  construir curvas

a/77  (Aggarwal  &  MacKirmon,   1996),  lo  que  podria  ser  infructuoso   dado  que  se

requeriria de rna expresi6n muy profusa para obtener una buena relaci6n sefial/ruido.

Por  otro  lado,  una  dependencia  de  potencial  tan  d6bil  podria  sugerir  que  las  cargas

involucradas,  que  son  al  menos  4  suponiendo  que  las  subunidades  del  tetrinero  son

equivalentes, recorren menos de un cuarto del campo  electrico. Podriamos proponer la

hip6tesis   que   en   el   TRPM8   no   ocurren  los   grandes   rearreglos   conformacionales

(traslaciones,   giros  o   cambios   de  inclinaci6n)   de  las  h61ices   de   los   segmentos   de

transmembrana que forman el sensor de potencial y que se han propuesto en el caso de

los  canales  de  K+  dependientes  de  potencial  (Bezanilla,  2002;  Tombola  y  cols.  2005;

Long  y  cols.  2007;  Chanda &  Bezanilla,  2008).  De  hecho,  se  ha encontrado  que una

dependencia de potencial tan d6bil como la del TRPM8, presente en el canal de potasio

KcsA, es consecuencia de un residuo de glutanato presente en la h6lice del poro (E71)

que  es  capaz de  sensar el potencial el5ctrico,  y que si  este residuo  es neutralizado,  la

dependencia de potencial (z) cae desde 0,72 hasta 0,052 (Cordero-Morales y cols. 2006).
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Ademas, recientemente se ha reportado que en el TRPV1, otro canal termosensible que

se  activa  con  altas  temperaturas  y  que  tambi6n  presenta  una  d6bil  dependencia  de

potencial,  tiene  rna  constricci6n  importante  en  el  lado  extracelular  del  vestibulo  que

existe en la via de paso de los iones al interior del canal. Se cree que esta constricci6n es

lo  suficientemente  estrecha  para  comportarse  como  la  compuerta  de  activaci6n  que

permite al canal estar abierto o cerrado (Salazar y cols. 2008), a diferencia de los canales

de  potasio  que  tienen  su  compuerta  en  el  extremo  intracelular  de  dicho  vestfoulo,

formado por el entrecruzamiento de los extremos intracelulares de las helices S6 @oyle

y cols.1998, Long y cols. 2005).

Este  hecho  no  es  trivial  ya que  se propone  que  el  acople  electromecinico  que  existe

entre  el  sensor  de  potencial  de  los  canales  de  potasio  dependientes  de potencial  y  la

compuerta de activaci6n, es posible gracias a interacciones que se foman entre el /oap

S4-S5 y una parte de la helice S6, por lo que el segmento S4 estaria intimamente ligado

a la compuerta de activaci6n por intermedio de este /oap. Ademas la misma h6lice  S6

tiene  en medio  de  su estructuia una secuencia AFT (Long y cols.  2005)  o  rna glicina

(Jiang y cols. 2002) que actha en forma de bisagra y que permitiria separar los extremos

intracelulares de las h6lices  S6, abriendo la compuerta de activaci6n en los  canales de

potasio.  En  el  TRPM8  no  existe tal  secuencia PVP  o  glicina en la h6lice  S6  y  se ha

demostrado que la constricci6n del poro forlnado por los extremos de las h61ices S6 es lo

suficientemente amplia como para que iones puedan pemear a trav6s de esta (Salazar y

cols. 2008).

Todos  estos  antecedentes permiten pensar que el  sensor de potencial,  la compuerta de

activaci6n y la estructura que realiza el  acople  electromecinico  en el TRPM8  podrfan
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involucrar estructuras totalmente  distintas a las postuladas para los  canales  de potasio

dependientes  de  potencial,  lo  que  a  su vez  podria  explicar  los  cambios  aparentes  de

dependencia de potencial  encontrados en las mutaciones  del  segmento  S4  del  TRPM8

como  desplazamientos  de  equilibrio  de  las  constantes  involucradas  sin  canbio  en  la

carga  total  transportada  a  trav5s  del  campo  electrico  desarrollado  eh  la  membrana

celular, sobre la base del modelo alost6rico propuesto anteriormente.

Los   resultados   obtenidos   en  la  presente   memoria   apoyan   fuertemente   el   modelo

alost6rico de activaci6n por potencial el6ctrico ya que muestran comportamientos que no

pueden ser explicados de otia manera a lo largo del intervalo de potenciales estudiados.

Para poder explicar mas detalladamente c6mo es el proceso de activaci6n por potencial

en el TRPM8 es necesario realizar estudios que revelen donde se encuentra realmente el

sensor  de  potencial,  cual  es  la  compuerta  que  abre  o  cierra  el  canal  y  qu5  clase  de

estructura realiza el acople entre estas dos partes.  Es de esperar que si se obtiene en el

future  esta informaci6n  sea posible tanbi6n hacer  alguna  aproximaci6n para  explicar

mejor la inusual dependencia de temperatura que tiene este canal, suponiendo que ambos

estimulos (electrico y fermi.co), acthan de alguna forma similar sobre la compuerta que

abre el canal, pero a trav6s de vfas estructuralmente distintas, dada la naturaleza de tipo

alost6rica del acople entre sensores y compuerta.
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Ap6ndice I

An£Iisis de ruido no estacionario

El  analisis  de  ruido  es  utilizado  para  calcular  la  cantidad  de  canales  presentes  en  la

membrana  del  parche.  Se  basa  en  el  ruido  de  la  sefial  de  corriente  producido  por  la

apertura y cierre aleatorios de los canales presentes en el parche durante un registro.

Llamaremos p a la probabilidad de encontrar un canal abierto, y g a la probabilidad de

encontrarlo cerrado. En general un canal tiene 2 estados conductivos: esta abierto o esta

cerrado, por lo tanto:

® + q ) -- I

La  corriente  promedio  qu6  pasa  por  el  canal  durante  un  intervalo  de  tiempo  es  la

corriente  unitaria del  canal,  multiplicada por la probabilidad  de  encontrar abierto  este

canal:

Donde z. es la corriente unitaria del canal.

La varianza de la cgrriente (o2) es el promedio de las desviaciones ouadraticas respecto

de  la  corriente  promedio.  Esto  se  calcula  como  la  desviaci6n  cuadralica  del  estado

abierto  respecto   del  `promedio,   @j-I)2,  multiplicada  por  la  probabilidad  del  estado

abierto, mas la desviaci6n cuadfatica del estado cerrado respecto del promedio, /zP - a/2,

multiplicada por la probabilidad del estado cerrado:

ct  = p(ip . i)2  + q(ip : o)2  = p(.iq)2   + q(ip)2  = t2 ®q2 + qp2) __ ,2 ®q(q + p)) __ t2pq
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Para   una   membrana   que   tiene   IV   canales,    la   corriente   promedio    y   varianza

respectivamente son:

I - Npi
f  = Ni2 pq = Nt2p(1_p) -_ Ni2p _ Ni2p2 = iNpi _ N(ip)2 = i| _ P/N

De esta forma obtenemos una expresi6n que mos pemite obtener la corriente unitaria del

canal j. y la cantidad de canales presentes en la membrana IV, analizando la varianza de la

corriente en funci6n de la coriente promedio. Podemos observar que para varios valores

de corriente promedio la varianza de la corriente describe una parabola, de modo que los

parinetros buscados pueden obtenerse  ajustando los datos a rna parabola de la foma:

I -Ai2+Bx +C

Donde se observa facilmente que   8  = z., A  = -J/IV  y C corresponde a la varianza con

corriente unitaria iguala 0, es decir debido al ruido instrumental.

Esta teoria expuesta es valida para cualquier canal, no importando la cantidad de estados

abiertos  o  cerrados  que  este  tenga,  siempre  y  cuando  los  estados  abiertos  tengan  la

misma conductancia (es decir que no existan subniveles de conductancia).

Para  realizar  analisis  de  ruido  en  membranas  con  muchos  canales  dependientes  de

potencial es necesario tener un parche que tenga corrientes macrosc6picas.  Se inicia el

pulso  con  un  potencial  tal  que  los  canales  est6n  cerrados,  y  luego  se  da  un  pulso

despolarizante donde se obtengan probabilidades de canal abierto   lo mas altas posibles,

luego de llegar a un nivel estacionario de corriente se repite el pulso muchas veces.

Los registros de corriente macrosc6pica obtehidos son analizados por is6cronas, es decir

dado un cierto tiempo en cada trazo de corriente se recolectan los valores de la corriente

de cada registro y se obtienen los valores de promedio y varianza de corriente para ese

tiempo.  Los resultados son ajustados rna parabola de la forma 4#2+Bx+C. Para que el

ajuste  sea  confiable,  los  resultados  deben  formar  un  maximo  global,  de  manera  de

estimar correctanente el ntimero de canales. (Alvarez y cols. 2002).
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Ap6ndice 11

Aproximaci6n de la pendiente de ln(Po) para el modelo alost6rico a probabilidades

bajas.

Teniendo en cuenta la ecuaci6n 7:

Si Po < 0.1, entonces .4 > 9. Por lo tanto podremo.s suponer que .4+1 = .4, y por lo tanto:

Po- Illi | - __
1+.4      .4

Ahora tomamos logaritmos a ambos lados y derivanos respecto a V:

ll,,I(:          ;I,I)I

Aplicando la regla de la cadena:

%O+npo,--

Ahora aplicamos la regla del producto para diferenciar:

#(,npo,-
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Podemos  simplificar  el  primer  t6mino,  y  diferenciar  el  segundo  con  la  regla  del

cociente:

#lnpo,-i#+

£,1npo,-i#+

#(Info)-i#

#(Info,-i#+
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(1+J)        1

(1+,)

((I+J)#(1+JD)-(1+,D)#(,+J))

±((1+J,D#-(1+'D,#)       i

1dJ

(1 + J) dy



Dado que I y J son funciones exponenciales del voltaje, tenemos que:

£=#(£oe#)=#Joe#=#l

=-#(/oe#)=#/oe#=#/

Tenemos finalmente que:

%(hpo)-#+z#
JD         ZJF      J
j6Tidrrmi
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