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RESUMEN

La activacion de los canales de K* dependientes de Ca®* (K,) es modulada por
el potencial eléctrico y por el Ca** intracelular. La conductancia macroscépica de una
poblacién de canales K., aumenta cuando la membrana se despolariza o cuando la
concentracién intracelular de Ca?* ([Ca?*]) se incrementa.

El origen molecular de la dependencia de potencial de los canales K, no ha
sido claramente elucidado, pero se puede explicar con el movimiento de un “sensor”
de potencial intrinseco en el campo eléctrico transmembranal. El sensor es un dominio
cargado o dipolar de la proteina que estd acoplado al mecanismo de apertura y cierre
(compuerta) de la via de conduccién del canal. Cuando la membrana se despolariza, el
sensor de potencial se reubica en el campo e induce un cambio en la conformacion de
la compuerta. Este cambio permite a su vez el paso de los iones a través de la via de
conduccién del canal. En los canales de Na*, de K* y de Ca** dependientes del
potencial se ha demostrado que el sensor de potencial esti formado en parte por el
- cuarto segmento transmembranal, denominado S4.

Con el objetivo de estudiar los mecanismos que confieren la dependencia del
potencial a un canal K, clonado del miometrio humano (4Slo) se realiz6 mutagénesis
dirigida del sensor de potencial putativo: el segmento S4. Si el movimiento de un
aminodcido cargado en el campo eléctrico estd acoplado a la activacién del canal, la

neutralizacién de dicho. aminoé4cido debe inducir una disminucién de la dependencia

del potencial en el canal mutado.

e k.




Resumen

La dependencia del potencial y del Ca** de los canales se estimé midiendo
corrientes i6nicas macroscépicas, utilizando la técnica de potenciz{l controlado (“patch
clamp”) en macroparches de membrana de oocitos de Xenopus laevis. Con este fin, los
oocitos se inyectaron previamente con mRNA del canal silvestre (WT) o de cada uno
de los canales mutantes.

Los canales #Slo WT expresados en oocitos son dependientes del potencial y
del Ca?*. Cuando los canales se activan con potenciales mayores que 100 mV, las
corrientes macroscopicas presentan un proceso de inhibicion dependiente del tiempo y
del potencial: la corriente crece, alcanza un maximo y luego decae. Este fenémeno fue
caracterizado y se concluyé que la inhibicién es un proceso de bloqueo inducido por
cantidades contaminantes de Ba®* presentes en el medio de la cara intracelular del canal.

La dependencia del potencial de ASlo se describi6 ajustando una distribucién de
Boltzmann a las curvas de conductancia (curvas G-V). Los pardmetros de ajuste son el
potencial en que se alcanza un 50% de la conductancia maxima (V,,) y el nimero
aparente de cargas de compuerta (z,,). La dependencia del potencial de hSlo
corresponde al movimiento de 1,5 cargas equivalentes a través de todo el campo
eléctrico.

En el dominio del Ca**, la activacién de ASIlo puede ser sensible o insensible a
la [Ca’*]. Cuando la [Ca?*] es mayor que 100 nM, el aumento de la [Ca**] facilita la
activacién, desplazando las curvas G-V hacia potenciales hiperpolarizados: el V,,
decrece a medida que la [Ca**] aumenta. Sin embargo, cuando la [Ca**] es menor que
~100 nM, el V,, se hace independiente de la [Ca**]. En esta condicién, los canales

pueden ser activados por el potencial sin que cambios en la [Ca®*] alteren el V,,, de las
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Resumen

curvas G-V. Este resultado implica que ASlo debe temer un sensor intrinseco de
potencial.

Los efectos de las mutaciones del segmento S4 en la activacion de hSlo, se
exprlicaron en términos de un modelo cinético de seis estados, caracterizado por el
nimero de cargas de compuerta (z), la diferencia de energia libre entre los estados
cerrados y abiertos en ausencia de potencial eléctrico (4Go), las constantes de
disociacién de la unién de dos iones Ca** (K, ¥ Kpp) y la disminucién del AG,
inducida por la unién de uno o dos iones Ca’* (4 y B). El anilisis de los mutantes
indica que sélo dos residuos positivos se mueven en el campo eléctrico: las argininas
210 y 213. El desplazamiento de estos residuos en el campo eléctrico estd acoplado a
la activaci6n del canal. La neutralizacién de estos residuos reduce la carga aparente de
compuerta en aproximadamente un 50%. La mutacién de estos residuos como asi
también de la arginina 207 modifican el pardmetro AGo. La mutacion de la arginina
201, leucina 204, glutamina 216 y glutamato 219 no afectan la dependencia del
potencial de ASlo y solo producen cambios menores en 4Go.

Los resultados permiten concluir que el canal K, #Slo posee un sensor de
potencial intrinseco, constituido en parte las argininas 210 y 213. Por otro lado, el

proceso de inhibicién observado con potenciales mayores que 100 mV es un bloqueo

por Ba** interno. Se descarté asi que ASlo posea un proceso de inactivacién intrinseca,

dependiente de potencial.




ABSTRACT

Calcium-dependent high-conductance K* channel (K¢,) gating is modulated by
transmembrane voltage and intracellular Ca**. The macroscopic conductance of a
population of channels increases when the membrane depolarizes and/or the
intracellular Ca** concentration ([Ca**]) increases.

The molecular nature of K, channel voltage dependence has not been clearly
elucidated yet, although it can be explained by the movement of an intrinsic voltage
sensor in the transmebrane electric field. The sensor is a charged or dipolar protein
domain that is coupled to the opening and closing mechanism (gafe) of conduction
pathway of the channel. When the membrane potential depolarizes, the voltage sensor
moves inducing a conformational change in the gate. The latter allows ions to cross
through the conduction pathway of the channel. In voltage-dependent Na*™, K* and
Ca** channels it has been demonstrated that the voltage sensor is made, at least in part,
by the S4 transmembrane segment.

To study the mechanisms that confer the voltage dependence to a K., channel
cloned from human myometrium (4Slo) site-directed mutagenesis was performed in the
putative voltage sensor: the S4 segment. If the movement of a charged residue in the
electric field is coupled to the channel gating, the neutralization of that amino acid

should reduce the voltage dependence of the mutant channel.

e g




Abstract

Voltage and Ca’* dependence of the channels were estimated measuring
macroscopic currents, with the patch clamp technique, in Xenopus laevis oocytes
macropatches. With this goal, oocytes were previously injected with the mRNA of the
wild type (WT) or mutant channels.

Wild type hSlo channels expressed in oocytes are voltage- and Ca**-dependent.
If the channels are activated by voltages greater than 100 mV, the macroscopic
currents show a time- and voltage-dependent inhibition process: the current increases
up to a maximum and then decays. This phenomenon was characterized concluding
that the inhibition process is a blockade induced by contaminant Ba’* that exists in the
intracellular medium of the channel.

Voltage dependence of ASlo was described fitting a Boltzmann distribution to
the conductance curves (G-V curves). The fitting parameters are the half activation
voltage (V,,,) and the apparent number of gating charges (z,,). Voltage dependence of

hSlo agrees with the movement of 1.5 equivalent gating charges through the whole

electric field.

In the Ca®* domain, ASlo gating has to stages. If [Ca’**] is greater than 100 nM,
a [Ca®*] increase facilitate the activation, shifting the G-V curves towards
hyperpolarized potentials: V,, decreases as [Ca’*] increases. However, when [Ca®*] is
lower than 100 nM, V,, is [Ca**l-independent. In this condition channels can be
activated by voltage and [Ca**] changes does not alter the V,, of G-V curves. This

result implies that 4Slo has an intrinsic voltage sensor.



Abstract

The effects of S4 segment mutations on 4Slo gating were explained in terms of
a six states kinetic model, characterized by the number of gating charges (z), the free
energy difference between the open and closed states (4G,), the dissociation constants
for the binding of two Ca®** ions (K,, y K, and the AG, decrease induced by the
binding of one or two Ca®* ions (4 and B).

The results indicates the movement of just two positive residues in the electric
field: arginines 210 and 213. These two residues are coupled to channel gating. The
peutralization of these amino acids reduces the apparent gating charge by
approximately 50%. Mutation of these residues as well as the arginine 207 modifies
AG,. The mutation of arginine 201, leucine 204, glutamine 216 and glutamate 219

does not affect the voltage dependence of 4Slo and induces just minor changes in AG,.

The results allow to conclude the K., ASlo channel has an intrinsic voltage

sensor, constituted in part by arginines 210 and 213. The inhibition process observed
with voltages greater than 100 mV is due to an internal Ba®* blockade. Thus, the

presence of an intrinsic voltage-dependent inactivation process in ASlo was discarded.
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INTRODUCCION

1. Antecedentes Generales.

Los canales i6nicos son proteinas integrales de membrana cuya funcién es
catalizar el tramnsito de dtomos o moléculas cargadas a través de un medio hidr6fobo
caracterizado por una constante dieléctrica baja (~ 2; Hille 1992), como son las
membranas celulares. Esta funcién se logra debido a la existencia de un poro acuoso
que actiia como via de conduccién para iones, que reduce la energia necesaria para
transferir la particula cargada desde el medio polar (citoplasma, espacio extracelular,
etc.) al espacio hidréfobo interno de la membrana (Latorre y Alvarez, 1996). Sin la
existencia de estas proteinas, los dtomos o moléculas cargadas no podrian entrar ni
salir de la célula con la rapidez requerida por procesos electrofisioldgicos, tales como
el potencial de accién o la transmision sindptica.

Una de las caracteristicas més llamativas de los canales i6nicos es su capacidad
de ser activados por cambios del potencial eléctrico transmembranal (Caterall 1986;
Hille 1992; Latorre y col. 1989). Gracias a esta caracteristica fundamental de los
canales idnicos es que las neuronas y células musculares poseen la capacidad de
generar y conducir sefiales eléctricas que permiten el funcionamiento del sistema
nervioso y motor. Los canales responden ademis a estimulos tan variados como

neurotransmisores, hormonas, lipidos, nucleétidos y iones, y su capacidad de respuesta
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Introduccion 2

puede ser modulada por fosforilacién, proteinas G, y subunidades accesorias (Caterall
1986; Hille 1992; Toro 1991).

Otra propiedad fundamental de los canales es la selectividad i6nica, es decir la
capacidad con que un canal discrimina a los iones que pueden ser conducidos a través
de el. Es asi que hay canales que conducen especificamente ya sea Na®, Ca**, K* o
CI'. Entre los canales con mayor selectividad se encuentran los canales de K*, que son
cerca de cien veces més permeables al K* que al Na* (Hille 1992; Latorre y col. 1989;
Latorre 1994). Por otro lado, ciertos canales activados por neurotransmisores o
nucleétidos ciclicos como el canal receptor de acetilcolina (RAc) y los canales
activados por AMP ciclico (cAMP) y GMP ciclico (cGMP), discriminan muy
débilmente entre diferentes cationes. Es asi que estos canales pueden conducir a la vez
Na*, K* y Ca®* (Kaupp, 1991; Hille, 1992; Finn y col. 1996).

El canal i6nico que serd objeto de estudio en esta tesis, es un canal de K* de
gran conductancia, activado por Ca®* (K,). Entre los rasgos que definen a este tipo de
canales se destacan: i. su gran conductancia, del orden de 100 a 300 pico Siemens (pS,
en 100 mM KCI1 simétrico), asociada a una alta capacidad de seleccionar iones K* en
relacién a otros cationes, y ii. su sensibilidad al potencial transmembranal y al Ca®*
intracelular. Esta caracteristica, tinica de los canales K,, permite que estos canales se
activen cuando la concentracién de Ca®* intracelular ([Ca’*])) aumenta o cuando la
membrana se despolariza (Blatz y Magleby 1987; Hille 1992; Latorre y col. 1989;

Latorre 1994; McManus 1991).
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Introduccion 3

2. Caracteristicas generales de los canales de K* activados por calcio.

2.1 Corrientes de K* activadas por Ca**.

Las primeras observaciones que indicaron que el calcio era capaz de regular la
permeabilidad de la membrana al K* se hicieron en glébulos rojos hace cuatro décadas
(Gardos, 1958; Meech 1978). Sin embargo, la existencia de una conductancia de
potasio directamente dependiente de calcio fue propuesta por primera vez en los afios
setenta. En esa época se observd que al microinyectar calcio al citoplasma de neuronas
de Aplysia californica se inducia un descenso de la resistencia de la membrana, que
estaba asociado a una hiperpolarizacion (Meech y Strumwasser, 1970). Esta
hiperpolarizacién podia ser prevenida por tetraetilamonio (TEA) externo y el potencial
de inversién de la misma dependia de la concentracién de K* de la solucién externa
(Meech, 1972; Meech, 1974). Tomando en cuenta la sensibilidad al Ca** y la
capacidad de estabilizar el potencial de membrana de esta conductancia, se propuso
que esta corriente de K* acoplaria el metabolismo del Ca** y el potencial de la

membrana al flujo de K* y la excitabilidad celular (Meech 1978).

2.2 Canales de K* activados por Ca**.

Fue solamente una década después que se obtuvo evidencias directas de la
entidad molecular responsable de esta conductancia: los canales de potasio

dependientes* de calcio. Estos canales fueron registrados en neuronas de vertebrados
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(Adams y col. 1982), en células cromafines d¢ bovino (Marti, 1981), en miotubos de
rata (Pallota y col. 1981), en tibulos transversales de misculo esquelético de conejo
(Latorre y col. 1982) y en clones celulares derivados de la pituitaria de rata (Wong y col.
1982). Un rasgo notable compartido por estos canales es su alta conductancia al potasio:
entre 130 a 300 pS (en KC1 100 mM a 140 mM, simétrico). Esta gran conductancia esti
asociada a una capacidad exquisita de discriminar cationes en favor del potasio. La razén
de permeabilidad al Na* en relacién al K*, determinada a partir del potencial biiénico,
(Pyas/Px < 0.01) indica que a pesar de su gran capacidad de conduccién, estos canales
no han perdido la capacidad de seleccionar al K*, pues son cerca de cien veces més
permeables al K* que al Na* (Blatz y Magleby 1987; Latorre y col. 1989; Latorre
1994). Sin embargo, ademéds de los canales de K™ de gran conductancia (K,), se
describieron canales de K* dependientes de Ca**, cuya conductancia es baja (~ 20 pS;
Lux y col. 1981; Blatz y Magleby 1987). Debido a que estos canales de baja
conductancia (< 50 pS) poseen una farmacologia distinta a la de los canales K,, se han
agrupado en una clase distinta, denominada “SK” (Blatz y Magleby 1987; Latorre y col.

1989; McMannus 1991).

2.3 Localizacion y funciones de los canales de K* activados por Ca**.
Los canales K, se encuentran en una gran variedad de células y tejidos, como
por ejemplo, neuronas, musculo liso, musculo estriado, células secretoras, epitelios,

fibroblastos y linfocitos entre otros (Blatz y Magleby 1987; Latorre y col. 1989;

nirr
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McManus 1991; Meech 1978; Toro 1991). La diversidad de los papeles que los canales
K., tienen en la fisiologia de la célula es muy amplia e imposible de detallar en esta tesis.
Con el fin de ilustrar esta diversidad se describird brevemente algunos sistemas en donde
la funcidn de estos canales ha sido elucidada.

En neuronas y misculo de invertebrados, los canales K, estdn involucrados en la
fase rapida de repolarizacion del potencial de accién (Meech 1978) y por lo tanto son en
parte responsables de la forma de las espigas (Adams y col. 1982; Elkins y col. 1986).
En neuronas de Helix, la entrada de Ca®* asociada con la fase de ascenso del potencial de
accién permite que los canales de K* dependientes de Ca®* se activen para inducir la
repolarizacion de la membrana (Crest y Gola 1993; Gola y col. 1990). Adicionalmente,
la acumulacién residual de Ca**, debida al disparo repetitivo de potenciales de accién en
estas neuronas, lleva a una activacién progresivamente més temprana de la corriente K,
que tiene como resultado una inhibicién completa de los potenciales de accién (Crest y
Gola 1993).

La segregacion subcelular de canales idnicos es esencial en la funcién de las
células excitables (Sheng y Wyszynski, 1997). Un ejemplo notable es la colocalizacién
de canales K, con canales de Ca®* dependientes del potencial (CCV) en las zonas activas
de liberacion de mneurotransmisor de los terminales presindpticos de la uni6én
neuromuscular de sapo. Cuando los canales K, son bloqueados con caribdotoxina, se
produce un aumento de la liberacién de neurotransmisor. La cercania de los canales K,

con los canales CCV es tal que la entrada de Ca’* a través de los dltimos permitirfa la
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activacién rdpida de los canales K,, modulando asi la duracién del potencial de accién y
por lo tanto, la [Ca®*] en el terminal (Robitaille y col. 1993).

Los canales K, juegan un papel importante en el control de la actividad contractil
del misculo liso de ttero. El bloqueo especifico de estos canales con iberiotoxina (IbTX)
induce contraccién del musculo uterino humano (Anwer y col. 1993; Toro y col. 1998).
Cuando la toxina se aplica a células de miometrio humano en cultivo, se induce una
despolarizacion de la membrana. El cambio en el potencial de membrana produce a su
vez una activacién de canales de Ca** dependientes de potencial que tiene como resultado
un aumento de la [Ca®*]; y la contraccién del misculo liso (Anwer y col. 1993).

Se ha propuesto que los canales K, presentes en el misculo liso de las arteriolas
cerebrales, regularian el tonmo vascular intrinseco a través de un mecanismo de
retroalimentacién negativa (Brayden y Nelson 1992; Nelson y col. 1995). Cuando la
presion intravascular aumenta, el musculo liso de las arteriolas se despolariza y se
contrae como resultado de la entrada de Ca?" a través de canales de calcio dependientes

del potencial (Nelson y col. 1990). La entrada de calcio activa a su vez canales de K*

dependientes de Ca’*, hiperpolarizando la membrana y relajando el musculo liso
arteriolar; los canales K, funcionarfan como sensores endégenos del Ca** intracelular,
formando parte de un ciclo de retroalimentacidn negativa, con una funcién
vasodilatadora de las arteriolas (Brayden y Nelson 1992). Ultimamente se ha propuesto
que el tono vascular intrinseco estarfa regulado en forma fina mediante la activacién
localizada de pequefios grupos de canales K,, inducida por “chispas de calcio”

(“calcium sparks”; Nelson y col. 1995). Las chispas de calcio consisten en un

s
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incremento espontdneo, transitorio y altamente localizado de la [Ca*]; en los miocitos de - -
las arteriolas cerebrales. Las chispas se deben a la apertura de canales de Ca’* de la
membrana del reticulo sarcopldsmico sensibles a ryanodina (Fay 1995), y estan asociadas
a corrientes de salida, transitorias y espontineas (CSTE; Nelson y col. 1995). Las CSTE
dependen directamente de las chispas de Ca®* y se deben a la apertura de canales K. Se
propuso que la regulacioén del tono vascular se deberfa al efecto hiperpolarizante de la
apertura de los canales K,, pues tanto el bloqueo de las chispas de Ca** con ryanodina

como el de las CSTE con iberiotoxina, produce una despolarizacién de la membrana con

la consecuente constriccion de las arteriolas (Nelson y col. 1995).

Los canales K, también estdn involucrados en la fisiologia de los receptores
olfatorios (Morales y col. 1995). Cuando las néuronas del epitelio olfatorio de la rana
son expuestas a odorantes pitridos, las neuronas desarrollan un potencial de receptor
hiperpolarizante que inhibe la descarga de potenciales de accién. Esta respuesta se debe a
una corriente de K* que depende del Ca?* externo y es inhibida por una concentracién
nanomolar de caribdotoxina, un bloqueador peptidico de los canales K., (Miller y col.

1985).

3. Caracteristicas moleculares de los canales de K* activados por Ca**.

El clonamiento de los canales de K* de gran conductancia dependientes de Ca?*,, ... _ .

abri6 sin dudas, una nueva etapa en el estudio detallado de Ia estructura de estos canales
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y permitié establecer correlatos entre la estructura primaria de los diversos dominios con

la funcién que éstos tienen en el canal.

3.1 Clonamiento del canal K, de Drosophila: slowpoke (dSlo).

El clonamiento del primer canal K, fue facilitado por la existencia de la mutacién
slowpoke (Slo) en la especie Drosophila melanogaster. Los musculos y neuronas de las
larvas y los misculos de los adultos de la mosca Drosophila poseen corrientes de salida
dependientes del potencial y del calcio (Wu y Ganetzky 1992). Una de éstas es una
corriente de K* répida, transitoria y dependiente de Ca®* (I, Salkoff, 1983). Esta
corriente es especificamente eliminada por mutaciones en el locus Slo (Atkinson y col.
1991; Elkins y col. 1986; Komatsu y col. 1990; Wu y Ganetzky 1992; Singh y Wu,
1989; Saito y Wu 1991). Estudios genéticos permitieron establecer la localizacion
cromosémica del locus mutado y posteriormente clonar el gen Slo (Atkinson y col.

1991).

3.2 Similitudes del canal K. dSlo con los canales de K* dependientes del

potencial.

El clonamiento del canal K, de Drosophila, slowpoke (dSlo), demostrd que estos
canales son molecularmente distintos de los canales de K* dependientes del potencial
(Ky), conformando una familia s6lo parcialmente relacionada a ellos, pero que sin

embargo posee caracteristicas en comin. El DNA clonado de Drosophila codifica un

P R
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polipéptido de 1183 aminoécidos. El andlisis de hidrofobicidad del péptido deducido
mostr6 que en el extremo amino de dSlo se encuentran seis segmentos hidréfobos
(Atkinson y col. 1991), homdlogos a los segmentos presentes en otros canales de K* (Jan
y Jan 1992). La zona de mayor similitud entre Slo y otros canales de K* se encontr en
el dominio H5 o P, que es un dominio integrante de la via de conduccién de los canales
de K* (Jan y Jan 1992: Jan y Jan 1994; MacKinnon 1995).

Otra regién de dSlo con alta similitud a los canales dependientes del potencial es
el segmento hidr6fobo S4. La secuencia primaria del segmento S4 de los canales de K*,
de Na* y de Ca®* dependientes del potencial, posee un patrén conservado, constituido
por cuatro a ocho residuos cargados positivamente (argininas o lisinas), separados entre
si por dos aminoicidos hidréfobos (Catterall 1986; Jan y Jan 1990; Noda y col. 1984;
Noda y col. 1986). El dominio S4 de dSlo fue acotado a un segmento que contenia seis
residuos cargados, cuatro de ellos positivamente, mostrando una conservacién parcial
respecto a los canales Ky (Atkinson y col. 1991). Desde el clonamiento de los primeros
canales i6nicos dependientes del potencial, se propuso que debido a la naturaleza cargada
del segmento S4 este dominio podria ser parte del sensor de potencial de estos canales
(Noda y col. 1984, Noda y col. 1986). Esta hipétesis fue verificada para los canales de
Na* (Stilhmer y col. 1989), y posteriormente para los canales de K* (Papazian y col.
1991) y de Ca** dependientes del potencial (Garcia y col. 1996).

La secuencia génica clonada por Atkinson y col. (1991) no contenia un codén
iniciador y por lo tanto no pudo ser expresada funcionalmente. Sin embargo, tomando en

cuenta que las mutaciones del locus slo eliminaban selectiva y completamente la corriente
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de K" activada por calcio, I, (Atkinson y col. 1991; Elkins y col. 1986; Komatsu y
col. 1990; Wu y Ganetzky 1992; Saito y Wu 1991), y dada la similitud del péptido Slo
con las secuencias de los canales Ky conocidos en ese momento, se propuso que Slo era
un componente estructural de los canales de K* dependientes de Ca** (Atkinson y col.
1991).

Esta proposicion fue comprobada posteriormente cuando el canal K, de

Drosophila fue clonado y expresado funcionalmente en oocitos de Xenopus laevis

(Adelman y col. 1992). La estructura primaria deducida que obtuvieron estos autores.

conservaba las caracteristicas descritas anteriormente para dSlo (Atkinson y col. 1991);
asi también, las caracteristicas electrofisioldgicas de los canales expresados fueron
coincidentes con las caracteristicas descritas para los canales de K., (Adelman y col.
1992; Latorre y col. 1989). Entre otras se puede mencionar que los canales expresados
mostraron una sensibilidad al Ca** interno y una dependencia del potencial comparables
a las descritas previamente para los canales K,; la conductancia del canal tinico fue 120
pS (en 120 mM de K* simétrico); los canales fueron insensibles a los bloqueadores
peptidicos apamina y caribdotoxina, y fueron inhibidos por el tetraetilamonio con alta
afinidad por el lado externo (K ~ 100 pM, a 100 mV) y con baja afinidad por el lado

interno (K, = 30 mM, a 100 mV; Adelman y col. 1992).

pra
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3.3 Caracteristicas generales de los canales slowpoke.

En los afios siguientes se clonaron canales K., homoélogos a dSlo, de cerebro y
musculo esquelético de ratén (mSlo, Butler y col. 1993; Pallanck y Ganetzky 1994) de
cerebro humano (#Sle, DworetzKy y col. 1994; Pallanck y Ganetzky 1994; Tseng-Crank
y col. 1994), de misculo liso de dtero (Wallner y col. 1995) y aorta humanos (McCobb
y col; 1995) y del nematodo C. elegans (Wei y col. 1996). Las estructuras primarias de
estos canales clonados tienen entre sf un alto grado de identidad. Estos canales se pueden
agrupar en una familia denominada slowpoke, que posee las siguientes caracteristicas
(Atkinson y col. 1991; Adelman y col. 1992; Butler y col. 1993; Dworetzky y col. 1994;
Pallanck y Ganetzky 1994; Tseng-Crank y col. 1994; McCobb y col. 1995; Wallner y
col. 1995; Wei y col. 1996):

i. La estructura primaria del extremo amino de los canales K., comprende siete
segmentos hidréfobos putativamente transmembranales (SO a S6) y un lazo entre los
segmentos S5 y S6 que formaria parte de la via de conduccion (lazo P o H5; Fig. 1A).
Esta region es andloga a la estructura central de seis segmentos transmembranales y
una region del poro (Fig. 1B) de uno de los monémeros que constituyen a los canales
Ky (Jan y Jan 1992).

ii. Los segmentos transmembranales S2, S3 y S4 de los canales K., clonados poseen
residuos cargados conservados en relacion a los canales K, (Jan y Jan 1990; Wallner
y col. 1996). En el segmento S4 de los canales K, se conserva parcialmente el patrén

tipico compuesto de cuatro a siete residuos positivos separados entre si por dos
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A hSlo

N
Extracelular
P
Tntraceruar
SH
B Shaker
Extracelular > -
P
nuacerar

Figura 1. Esquema de la conformacién putativa en la membrana del canal de K* dependiente
de Ca®*, hSlo, y del canal de K* dependiente del potencial, Shaker.

A. El canal K, hSlo posee siete segmentos hidréfobos transmembranales, denominados SO a
S6, y un lazo P, que forma parte de la via de conduccién. Los dominios S1 a S6 y el lazo P
son anélogos a las regiones equivalentes que se encuentran en Shaker (Fig. 1B). El segmento
hidr6fobo transmembranal SO presente en el extremo amino de 4Slo permite la regulacién por
la subunidad 3 (Wallner y col. 1996; Meera y col. 1997). En la porcién carboxilo terminal de
hSlo, se encuentran 4 segmentos hidréfobos (S7 a S10), de los cuales al menos S9 y S10 son
citoplasmaticos (Meera y col. 1997). B. El canal de K* dependiente del potencial, Shaker
posee seis segmentos hidréfobos transmembranales (S1 a S6) y un segmento hidréfobo P, que
forma parte de la via de conduccién. Se indica ademds la regién amino terminal citoplasmdtica
que forma el dominio inactivante N o “bola” (B).
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aminodcidos hidr6fobos, que estd presente en los canales K e incluso en los canales
de Na* y Ca®* dependientes del potencial (Fig. 2A). La regién S4 de los canales slo
posee sélo tres argininas. En las posiciones restantes de slo el primer residuo positivo
en el canal de K™ Shaker esti sustituido por un aminoacido hidréfobo (leucina, L); el
segundo y el cuarto por uno polar (glutamina, Q) y el dltimo por uno cargado
negativamente (aspartato, D, o glutamato, E). (Fig. 2A).

En el segmento S2 de los canales K., slowpoke, hay un aminoéacido positivo y otro
negativo que estdn conservados en los canales de K*, Na* y Ca** dependientes del
potencial. Un tercer aminoédcido, que es negativo en estos canales, esti reemplazado
por una tirosina en los canales slowpoke (Fig. 2B). Por iltimo, en el segmento S3 se
encuentra un residuo negativo (aspartato) que estd absolutamente conservado en la
familia de los canales del S4 (Fig. 2C).

ili. Los canales slowpoke poseen una gran cola carboxilo terminal. Esta regién
comprende cerca del 70% de la estructura primaria de estos canales y posee cuatro
segmentos hidréfobos adicionales, denominados S7 a S10 (Fig. 1A). Entre los
segmentos S8 y S9 existe un lazo que no es conservado entre los canales slowpoke de
Drosophila y los de vertebrados. Sin embargo, en la regién comprendida entre los
segmentos S9 y S10 se encuentra la mayor identidad en el grupo. Recientemente se
propuso que la gran cola carboxilo seria un dominio citoplasmdtico en el cual se
ubicaria el o los sitios de unién a Ca®* de estos canales (Moss y col. 1996). Las bases
para esta proposicion provienen de la interaccién del inhibidor de la tripsina

pancredtica de bovino (BPTI) con la tripsina y con los canales K,, y por otro lado, de

Py -



Introduccion 14

la similitud de la estructura primaria conocida y secundaria predicha de la regién
carboxilo terminal de los canales K., con la estructura primaria y secundaria
conocidas de la tripsina. El péptido BPTI es capaz de inhibir a la tripsina pancreética
y a otras proteasas de estructura similar. A su vez, el BPTI afiadido en el lado
intracelular es capaz de inducir subestados de conductancia en los canales K,, efecto
que es revertido especificamente por la adicién de tripsina. Andlisis de secuencia
indicaron que la region carboxilo terminal que comprende al segmento S10 del canal
K., de bovino posee un alto grado de similitud con la secuencia primaria de Ila
tripsina, y su estructura secundaria predicha podria conformar un dominio con
estructura terciaria similar a la de la tripsina pancredtica (Moss y col. 1996).
Notablemente, estas proteasas poseen un lazo de unién de Ca’**caracterizado por la
presencia de multiples residuos negativos. Los canales K., poseen en esta zona una
region rica en residuos negativos, que formarfa un dominio de unién de
Ca’*equivalente al de la proteasa (Moss y col. 1996). Existen dos lineas de resultados
que concuerdan con esta hipétesis: a. Experimentos diseflados para establecer la
topologia del canal K, 4Slo indican que los segmentos S9 y S10 y el lazo entre ellos
donde se ubica el dominio putativo de unién al Ca**, parecen ser intracelulares
(Meera y col: 1997); b. Experimentos de mutagénesis de la regién de residuos
negativos indican que dicho dominio forma parte de un sitio de unién de Ca?*

involucrado en la activacion del canal (Schreiber y Salkoff, 1997).
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C sS4

hSlo RSWLGLFLALLIQFS??E%ILQFLNILKTS 230
dSlo RTWIGLEIF LEEJA LIRIL M TV PIDII LQYLNVLKTS 245
Kvi_3 MSLAILRV IJLVEIVFRI! FIFL SIZA sdc Lt a1 L GcQas L K 340
Shaker MmsLAIl LKAV 3L vEJV FEY! FESL sIEJH SE4G L Q1 LGR T L K 390
Kvz_1 NVRRvVvval FERII v L1 LEdL A[JH S TGLQSLGFTLR 321
Shab DVRRVVvVaAaV FRI! VE3) LKV L4t ARJHS TGLQSLGFTLR 571
Kv3_1 pvicFLEBVVEFVE'! L FIJL TERH FVG LIV LGHTLR 339
Shaw AKADI LEEIFFS 1 |1 MEJL FEJL TIJH S S G L l1LIQTFR 323
Kvé pvsceAFVTLEYVY RV FEE! FRYF sdH s a G L I LGYTLK 320
Shal pvscAFVTLEIVFEIVFEEY! FEJF sdH s QG L I LGYTLK 318
Ca_l NTHVD LT LRIAVIAY LRJP LIt VSGI PSLQIVLKSIM 215
Ca_ll cTsFGelsviidaL@L LB FEd! TEAywAs LENLVVSLM 597
Ca_lll RDIKTIEHs LAV LIEHYLEP LIJT 'R LPKLESAV FDC VYV 1282
Ca_IlV TSGFNMSFLEdL FRIAARIL (B8L Lo G Y T IR L LWTFV 1600
Na_| FDLGNISALEKIT FRAV LEJA LT 1 TV I PG LT 1 VGA LI 244
Na_ll RMeNLVYSVLEIS FRILLEIY FESL AIdSWP TLNTL I KI G 833
Na_lli SELGPII s LIRAT LE3A LBP LEJA L SRFEEIGMEIVVVNALL 1147
Na_lV vspPrTLFEIV I AR sV LBt 'He Al”c | TLLFALM 1469

Figura 2. Alineamiento de los canales 4Slo y dSlo con diversos canales de K¥, Na* y Ca**
dependientes del potencial.

Los segmentos transmembranales putativos S2, S3 y S4 (A, B y C respectivamente) se indican
con barras horizontales en cada caso. Los segmentos se definieron de acuerdo al anilisis de
hidrofobicidad y a la abundancia de aminodcidos hidréfobos. Los aminodcidos conservados
cargados negativa y positivamente se destacan con fondo gris claro y gris oscuro,
respectivamente. Los mimeros ubicados a la derecha de cada alineamiento indican la posicién
del tltimo aminodcido. (Figura modificada de Wallner y col. 1996).

iv. La region amino terminal de los canmales K., posee un segmento hidréfobo
adicional denominado SO (Fig. 1A). Recientemente se demostré que este segmento es
transmembranal y dirige el extremo amino terminal hacia el medio extracelular
(Wallner y col. 1996; Meera y col. 1997). La estructura de esta region, que es una
caracteristica exclusiva de los canales K,, tiene un correlato funcional claro pues
confiere a estos canales la capacidad de ser modulados por la subunidad B del canal

K¢, (Meera y col. 1996; Wallner y col. 1996).
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3.4 Los canales K., son tetrameros.

A diferencia de los Ky de la familia S4, tanto los canales de Na* como los
canales de Ca®* dependientes del potencial estin formados por un solo polipéptido que
posee cuatro dominios o “pseudosubunidades”. Cada uno de estos dominios posee seis
segmentos transmembranales (Hille, 1992). Esta observacion llevdé a pensar que los
canales K, podrian ser homotetrameros del péptido de seis segmentos transmembranales.
La hipétesis fue demostrada experimentalmente para los canales de K* dependientes de
potencial Shaker (Sh) (ver Fig. 1B) y el homoélogo de mamiferos Kv1.1, haciendo uso de
canales mutantes que poseen alterada la sensibilidad a ciertos bloqueadores (MacKinnon,
1991; Liman y col. 1992).

Por analogia con los canales de la familia S4 se ha pensado que los canales K,
son también tetrdmeros. Los resultados que apoyan esta hipétesis provinieron de
experimentos con canales silvestres y heterotetraméricos con una o mas subunidades
mutantes, con afinidad reducida al bloqueador TEA. En general los canales K., son
bloqueados por el TEA con alta afinidad desde la cara extracelular (Vergara y col. 1984;
Latorre, 1994): la constante de disociacién (K, ) del bloqueo por TEA de los canales
dSlo es = 170 uM, a 40 mV. Esto es consistente con la presencia de un residuo tirosina
(Y308 en dSlo) en una posicion equivalente a la posicién que determina Ia sensibilidad al
TEA en los canales Ky. A su vez, el mutante de dSlo Y308V es poco afin por el TEA
(K; =29.5mM, a 40 mV; Shen y col. 1994). Cuando se coexpresé una mezcla de RNA

que codifican subunidades dSlo silvestres y mutantes (Y308V), se observd que las
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corrientes de los canales tinicos eran normales en ausencia de TEA. Sin embargo, en
presencia de TEA 3 mM las corrientes unitarias desplegaron cuatro amplitudes discretas,
correspondientes a un 25%, 50%, 75% y 95% de la amplitud observada en ausencia de
TEA (Shen y col. 1994).

El grado de inhibicién de la corriente pudo se modelé haciendo las siguientes
suposiciones: a. En analogia con los canales i6nicos dependientes del potencial, los
canales K., son tetrdmeros; b. La unién de TEA a la boca externa del canal es
estabilizada por contribuciones iguales de cada uno de los residuos en posicién 308
(tirosina en el canal silvestre) cuando el canal es homomérico. Esta suposicién fue
demostrada previamente para el canal de K* Shaker (Heginbotham y MacKinnon, 1992),
donde el TEA interactua con el residuo 449, equivalente al residuo 308 de dSlo. Para el
canal Shaker, los resultados obtenidos se modelaron suponiendo que la energia libre para
Ja unién de TEA (AG®) est4 dada por la suma de las energias libres de la interaccion del
residuo en posicién 449 en cada subunidad, con el TEA (Heginbotham y MacKinnon,
1992).

A partir de estas consideraciones y de los valores experimentales de las K,
obtenidas para la interaccién de TEA con dSlo silvestre (Y308) y el mutante Y308V,
Shen y col. (1994) calcularon las constantes de disociacién esperadas para canales dSlo
que poseen uno, dos o tres residuos tirosina en posicién 308. Las constantes obtenidas se
usaron para calcular el grado de inhibicién de la corriente para una concentracién de

TEA dada. La inhibicién calculada se ajust6 a la obtenida experimentalmente en un
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intervalo de potenciales, indicando que la suposicién que el canal dSlo es un

homotetrdmero es correcta (Shen y col. 1994).

3.5 Canales de K* de baja conductancia, dependientes de Ca’* (SK).

El clonamiento reciente de los canales de K* de baja conductancia, dependientes
de Ca** (SK) demostré que estos canales también tienen un patrén de hidrofobicidad de
seis segmentos hidr6fobos y una regién P (Kholer y col. 1996). Estos segmentos son
anilogos a los que se encuentran en los canales K, y en los canales Ky, por lo cual es
probable que la topologia transmembranal de los canales SK sea similar a la de los
canales K, Sin embargo, la carencia de identidad significativa entre las secuencias
aminoacidicas de ambos tipos de canales ubica a los canales SK en un grupo

estructuralmente poco relacionado a los canales K, (Khdler y col. 1996).

4. Caracteristicas de la activacion de los canales de K* activados por Ca**.

Una de las caracteristicas méds conspicuas de los canales de K* de gran
conductancia, activados por el Ca®*, se observa en la figura 3. A un potencial constante,
el tiempo que el canal reside en el estado abierto (P, la probabilidad del estado abierto),
aumenta cuando la concentracién de Ca** en la cara interna de la membrana ([Ca**]) se
incrementa. Como se mencionara anteriormente, la Py, también crece cuando el potencial
transmembranal aumenta (Fig. 3B) (Blatz y Magleby, 1987; Latorre y col. 1989; Latorre

1994; McManus 1991). Estos rasgos han hecho de los canales K., un modelo
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experimental especialmente atractivo para el estudio de los procesos que confieren la

dependencia de potencial a la activacién (“gating™).

4.1 Dependencia del Ca** de la probabilidad del estado abierto de los canales
Ke,..

La activacién de los canales K, inducida por el calcio puede‘ ser descrita en
términos de un esquema de reaccién en que un canal en el estado cerrado (C) une N
.iones Ca**, dando como resultado final un canal abierto con N iones Ca?* unidos (O-
Ca**y):

C+NCa* &= 0-Ca, (E1)

De este modo, la dependencia del Ca** de la P, en estado estacionario, se puede
describir con la relacién:

Py = P [Ca™]" / ([Ca**]" + K)) )

donde Py™ es la probabilidad méxima del estado abierto, K, es la constante de

disociaci6n aparente y N, es el coeficiente de Hill (Latorre 1994; McManus 1991).

4.1.1 Los canales K, poseen diversas sensibilidades aparentes al Ca** .

La sensibilidad aparente al Ca** de los canales K, varia dependiendo del origen del

canal. La mayor sensibilidad se observa en los canales K., de la gldndula lacrimal de
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ratbn (K,

2]

~ 10 nM); sensibilidades intermedias se encuentran en los canales de misculo

liso (K, ~ 1 pM), siendo los canales K, de misculo esquelético los mas insensibles (K,

> 1 pM; Latorre 1989; McManus 1991). La sensibilidad diferencial puede en parte

estar dada por la presencia de la subunidad B del canal K,, en la preparaci6n en estudio

(Garcia-Calvo y col. 1994; Knaus y col. 1994). Uno de los efectos de esta subunidad

accesoria es aumentar draméticamente la sensibilidad aparente al Ca**

de los canales K,

disminuyendo entre uno a tres 6rdenes de magnitud la [Ca**] necesaria para alcanzar el

50% de la P,™ (McManus y col. 1995; Wallner y col. 1995; Meera y col. 1996).
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Figura 3. Efectos del Ca®** y del
potencial en la actividad del canal de
K* dependiente de Ca**, de musculo
esquelético de rata.

A. La probabilidad del estado abierto,
P,, varié en funcién del Ca?*, desde
0,22 con 1 pM de Ca®* (registro
superior), a 0,66 con 3 pM (2°
registro), a 0,81 con 5 pM (3° registro)
y 0,93 con 9 pM (4° registro). El
potencial de mantenci6én fue 40 mV. B.
La P, aumenta cuando a una [Ca®']
constante (3 pM) se incrementa el
potencial. Las Py, fueron 0,16 (20 mV,
registro superior), 0,29 (30 mV, 2°
registro) 0,66 (40 mV, 3° registro), y
0,87 (50 mV, registro inferior). (Figura
modificada de Moczydlowski y Latorre,
1983).
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4.1.2 El coeficiente de Hill sugiere mds de dos sitios de Ca’* en los canales
K.

El coeficiente de Hill, N, es reflejo de la pendiente de la relacién entre el Ca®* y
la probabilidad del estado abierto (P,), y da una estimacioén del nimero minimo de iones
Ca** que activan méximamente al canal (Latorre 1989; Latorre 1994; McManus 1991).
El nimero de Hill determinado para la mayorifa de los canales K, varia entre 2 y 3, pero
excepcionalmente se han encontrado valores menores cercanos a 1 y nimeros maximos
cercanos a 6 (Tkemoto y col. 1989; Latorre 1989; Markwardt e Isenberg 1992; McManus
1991; McManus y Magleby 1991; Latorre 1994). De este modo, los datos indican que
en general, los canales K., poseen al menos tres sitios de unién al Ca** que estin

acoplados a la activacién.

4.1.3 Modelos cinéticos que explican la dependencia de Ca’* de la activacién

de los canales K,

Uno de los objetivos primordiales de la investigacién de los mecanismos de
activacion de los canales K,, es establecer un modelo cinético que sea capaz de
describir la conducta de la activacién de los canales K,. Si el canal une N iones Ca**,
en principio debiera haber al menos N + I estados cerrados y abiertos. Cuando se usé
una resolucion temporal alta en la adquisicién de datos, se pudo resolver hasta cinco
componentes exponenciales en las distribuciones de tiempo de permanencia para los

estados cerrados y tres componentes para los estados abiertos (McManus y Magleby,

R

[ ,
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1991). Estos autores hicieron una bisqueda sistematica del esquema cinético minimo
que pudiera explicar la dependencia del Ca®* de los datos cinéticos y de equilibrio, y
encontraron que el modelo debia tener cinco estados cerrados (C) y tres abiertos (O):

C T=2 CC¥* =2 C-(Ca™), &==2 C-(Ca™), == C-(Ca¥*), (E2)
- <« D

I i I

0-(Ca**), == 0-(Ca**); == 0-(Ca**),
El modelo lineal con un nimero equivalente de estados cerrados y abiertos fue
descartado pues se describié una relacién inversa entre el tiempo de permanencia en el

estado cerrado y el tiempo de permanencia en el estado abierto adyacente, y viceversa

(McManus y Magleby, 1985; 1991).

4.2 Dependencia del potencial de la probabilidad del estado abierto de los canales
K.,
La dependencia del potencial de la probabilidad del estado conductor (P,) es
usualmente descrita por (Lecar y col. 1975):
Py =P™ - {l + exp [~ (V- Vo) / AJ}" 2)
donde 4 es el factor de pendiente que contiene la dependencia del potencial eléctrico de
la activacion del canal y V, es el potencial al cual P, = 0.5 - P,™. Si la activacién se .

describe con un modelo de dos estados, 4 = R - T /(z’ - F). En este caso, 2’ = z9,

producto indisoluble de z cargas o particulas de activacién que se mueven una distancia

eléctrica J del campo eléctrico transmembranal. Esta aproximacion ha sido usada por
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diversos autores, quienes han obtenido factores de pendiente tan altos como 42 mV y
tan bajos como 8 mV (Latorre 1994; Markwardt e Isenberg, 1992; Reinhart y col.
1989). Estos valores indican que en los canales K., se mueven entre 0,6 a 3 cargas
equivalentes en el campo eléctrico, respectivamente, lo que se contrasta con el
movimiento de 2 a 13 particulas de activacion en los canales Ky , donde el factor de
pendiente 4 oscila entre 2 mV a 12 mV (Latorre 1994). Se puede concluir entonces
que la dependencia del potencial de los canales K., es, por lo general, menor que la

dependencia del potencial de los canales K.

4.2.1 Modelos que explican la dependencia del potencial de los canales K.

La dependencia del potencial eléctrico de los canales iOnicos fue explicada
postulando la existencia de un sensor de potencial (Hodgkin y Huxley, 1952). Este
modelo, denominado aqui modelo de “dependencia intrinseca del potencial” (Fig. 4), es
aplicable a los canales de K* dependientes del Ca’*; sin embargo, dado que los canales
K., son dependientes del potencial eléctrico y sensibles al Ca®*, existe un modelo
alternativo capaz de explicar la dependencia del potencial de estos canales, llamado
modelo de “activacion ionica” (Fig 5; Moczydlowski y Latorre, 1983; Gorman y

Thomas, 1980).

- .

e _puras
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4.2.1.1 Dependencia intrinseca del potencial.

Las particulas de activacién o “gating” propuestas por Hodgkin y Huxley
(1952) son particulas con carga eléctrica neta o dipolares, que se encuentran en una
regién de la proteina canal que esta ubicada en el campo eléctrico transmembranal. La
dependencia del potencial de la conductancia idnica surge entonces de la alteracién de
la posicion de las particular cargadas o de la orientacion de dipolos, como
consecuencia de un cambio del campo eléctrico. Este desplazamiento de carga
intramembranal se acoplaria a la apertura del canal (Fig. 4). Los autores sugirieron
ademds que el cambio de posicién u orientacién del sensor cargado inducido por el
cambio del potencial de membrana, generaria una corriente que contribuiria a la
corriente total (Hodgkin y Huxley, 1952). Este componente de la corriente,
denominado corriente de “compuerta” (corriente de “gating”) se registr6 con
posterioridad a partir de los canales de Na* del ax6n de calamar y de los canales de
Ca’* del musculo esquelético (Armstrong y Bezanilla, 1973; Schneider y Chandler
1973). La identidad molecular del sensor de potencial eléctrico permanecié
desconocida por afios hasta que el clonamiento de los primeros canales de Na* y de K*
dependientes del potencial permitié deducir la estructura primaria de las proteinas que
forman estos canales (Noda y col. 1984; Noda y col. 1986; Papazian y col. 1987;
Tempel y col. 1987; Tanabe y col. 1987; Tanabe y col. 1988). Uno de los rasgos mds

llamativos de la secuencia primaria de estas proteinas es el segmento S4 (ver Fig. 2C).

Debido a su carécter hidréfobo se propuso que el segmento S4 era transmembranal lo
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que junto a su naturaleza cargada lo hizo un buen candidato a ser el sensor de potencial

(Noda y col. 1984; Noda y col. 1986; Papazian y col. 1987; Tempel y col. 1987).

Cerrado Abierto

Extracelular

¥ Intracelular

Figura 4. Modelo de activacién de un canal K,, con dependencia intrinseca del potencial.
El sensor intrinseco de potencial se esquematiza como un dipolo. El canal puede existir en dos
conformaciones: cerrado y abierto. La despolarizacién de la membrana induce el movimiento
del sensor, que a su vez desplaza el equilibrio hacia el estado abierto del canal.
Adicionalmente, la unién de Ca** puede inducir el movimiento del sensor y abrir el canal.

4.2.1.2 Activacion idnica.

El anilisis de la cinética de canales K, tinicos permitié proponer ademds un
modelo que explicaba la dependencia del potencial eléctrico de la activacién como
también la dependencia del Ca®* y del potencial eléctrico de la P, en el equilibrio.
Moczydlowski y Latorre (1983), observaron que el tiempo promedio de permanencia

en el estado abierto (t,) dependia linealmente de la [Ca*], mientras que el tiempo
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promedio de permanencia en el estado cerrado (t) dependia linealmente del reciproco
de la [Ca®*]. El hecho que 7, y 7. dependieran de la [Ca?*], indicé que el Ca®* debia
estar uniéndose al estado cerrado y al abierto. Adicionalmente se encontré que cuando
la [Ca®*] tendia a cero, el valor al cual tendia el 1, era distinto de cero; analogamente,
cuando el inverso de la [Ca**] tendia a 0 ([Ca®*] alta), . también tendia a un valor
distinto de cero. Para explicar este diltimo resultado fue necesario proponer un modelo
en que un jon Ca** se une a un estado cerrado (C + Ca’* < C-Ca®**) y un segundo
ion Ca®* se une a un estado abierto (0-Ca®* + Ca’* <> O-(Ca**),), con una transicién

del cerrado al abierto independiente de la unién calcio al canal (C-Ca** < O-Ca®*):

K, B K,
C + Ca¥" &= C-Ca¥" == 0-Ca®* + Ca®* == O0-(Ca*"), (E3)
o

Este es el esquema més simple capaz de explicar la dependencia del Ca’* de los
tiempos promedio de permanencia en el estado cerrado (t¢) y en el estado abierto (t,,)
pues suponiendo que las reacciones de unién de Ca** estdn en equilibrio con respecto a
la transicién C-Ca?* < 0-Ca’*, se cumple:

1/1c =B P, €))

1/75 =Py, “4)
donde Py, es la probabilidad condicional del estado O-Ca** (dado que el canal se
encuentra en los estados O-Ca?* 0 O-(Ca®>*), ) y P, es la probabilidad condicional del

estado C-Ca** (dado que el canal se encuentra en los estados C o C-Ca).
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Considerando el esquema E3, las probabilidades condicionales quedan definidas
simplemente como:
Pee, = Ca** / (K, + Ca**) (3a)
Poc, = K, / (Ca** + K,) (4a)
y reemplazando estas expresiones en (3) y (4) respectivamente se obtiene:
e=1PB+ & /p)-1/[Ca"] ®
To=1/0a + [1/(ax + K] - [Ca®*] (6)
Las ecuaciones (5) y (6) indican respectivamente que el . es inversamente
proporcional a la [Ca’*] y que el t, es directamente proporcional a la [Ca’*]. Ademis,
cuando 1 / [Ca®*] tiende a cero (ec. 5) o cuando la [Ca**] tiende a cero (ec. 6) Tc ¥ To
tienden a un limite dado por 1 / By 1 / o , respectivamente. Esta prediccion fue
corroborada experimentalmente; mas aun, se observé que el valor limite de tc y 7, era
independiente del potencial, pero que la pendiente de las relaciones (5) y (6) dependia
del potencial. Este resultado indic6 que: a. § y o no dependian del potencial, es decir
la transicion entre el estado abierto y cerrado era independiente del potencial eléctrico
(Moczydlowski y Latorre, 1983), y b. La dependencia del potencial de Po no refleja
mads que la dependencia del potencial de la unién de calcio a su (sus) sitio(s).
Con estos resultados Moczydlowski y Latorre (1983) plantearon que los sitios
de unién de Ca’* estarfan en una zona del canal ubicada en el campo eléctrico

transmembranal (Fig. 5) (Moczydlowski y Latorre, 1983; Gorman y Thomas, 1980;

Markwardt e Isenberg, 1992). Sin embargo, los resultados discutidos pueden ser

B
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explicados por un modelo alternativo en que los sitios de Ca?* estén fuera del campo
eléctrico y por lo tanto la reaccién de unién de Ca** propiamente tal es independiente
del voltaje. En este caso la afinidad del sitio por el Ca** es modulada por el potencial a

a2+

través del acoplamiento de los sitios de uniéon de Ca** con un sensor intrinseco de

potencial que se mueve en respuesta a un cambio del campo eléctrico transmembranal

(Moczydlowski y Latorre, 1983).

Cerrado Abijerto

’;’"‘ Extracelular

R e T e

“ Intracelular

Figura 5. Modelo de activacion idnica de un canal Kc,.

El o los sitios de unién de Ca®* se encuentran en un bolsillo de la proteina que se interna en el
plano de la membrana, ubicdndose en el campo eléctrico transmembranal. De esta forma, el
Ca®* experimenta la fuerza del campo y tenderd a unirse al sitio cuando la membrana se
despolariza. El sitio de Ca** estarfa acoplado a la compuerta de activacién de manera que
cuando el Ca?* se une al sitio, se induce la apertura del canal.

El modelo de activacién iénica fue cuestionado por experimentos de modificacion
quimica con N-bromoacetamida (NBA) de un canal K, de rata. En relacién al canal no

e aveen 3

tratado, la modificacién redujo notablemente la P, e hizo al canal insensible al calcio en

el intervalo comprendido entre 1 nM y 100 uM (Pallotta 1985). Adicionalmente, una




Introduccion 30

poblacion de aperturas de larga duracin presente en los canales no tratados, no pudo ser
observada en los canales modificados. Notablemente, estos resultados se observaron
también en canales no tratados, expuestos a un medio virtualmente libre de Ca?* ([Ca?*]
= 1 nM). Sin embargo, el resultado mas sorprendente fue que la dependencia del
potencial eléctrico del canal no modificado, expuesto a una [Ca**] alta (> 1uM) fue
idéntica a la del canal modificado quimicamente y a la del canal no modificado expuesto
a un medio libre de Ca?* ([Ca**] = 1 nM; Pallotta, 1985). Pallotta (1985) dedujo de
estos resultados que la modificacién quimica estaba removiendo la sensibilidad al Ca?*,
pues impedia observar la poblacién de abiertos de larga duracién que normalmente se
observa en presencia de Ca®* (Pallotta, 1985). Esta interpretacién fue cuestionada a su
vez por experimentos de modificacién con NBA y digestién con tripsina, que indicaron
que el tratamiento no removia la sensibilidad al Ca?*, sino que solamente la alteraba,
pues el canal modificado aun era capaz de responder al Ca®* siempre que se utilizara una
[Ca?*] suficientemente alta (Cornejo y col. 1987; Salomao y col. 1992).

Sin embargo, mds alld de toda interpretacion, los experimentos de Pallotta (1985)
indicaron que el canal podia ser activado por el potencial eléctrico, en un medio

virtualmente libre de Ca’*, sugiriendo la existencia de un mecanismo de activacién

independiente del Ca** en los canales K,.
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4.3 Inactivacion en los canales K,

Una propiedad compartida por la gran mayoria de los canales K, es que la
conductancia no se inactiva cuando el potencial o la [Ca**];, se mantiene constante
(Latorre y col. 1989; McManus 1991). Sin embargo, una poblacién de los canales K, de
las células cromafines adrenales de rata y de bovino (K,i; Solaro y Lingle, 1992) y una
pequefia fraccion de los canales K, de hipocampo de rata (Ikemoto y col. 1989) son una
excepcion notable a esta regla. Los canales K,i poseen una inactivacién répida, descrita
por una constante de tiempo de ~ 100 ms. Esta inactivacion (inactivacion K,i) presenta
una dependencia aparente del potencial y de la [Ca’*],, que es reflejo del grado de
activacion estacionaria de los canales K.,i (Solaro y Lingle, 1992). Algunos canales Ky
poseen una inactivacién similar, denominada inactivacion tipo N, dada por el dominio
peptidico amino terminal o péptido “bola” (Hoshi y col. 1990). Como en el caso de la
inactivacién tipo N, la inactivacién de los canales K,i se puede remover al exponer la
cara interna 'de los canales a protedlisis con tripsina (Solaro y Lingle, 1992). Sin
embargo, a diferencia del péptido “bola” inactivante tipo N, el dominio citosélico de la
inactivacién K,i no se comporta como un bloqueador de canales abiertos. Experimentos
con bloqueadores que se unen a la boca interna o en la via de conduccién del canal
indican que la barrera al transporte de K* que surge con la inactivacién K,i estaria en la
porcién extracelular de la via de conduccién (Solaro y col. 1997). Asi entonces, la

inactivacion K, parece ser un proceso caracteristico de los canales K.i, con

P e



Introduccion 32

mecanismos que son diferentes a los descritos para los canales de K™ dependientes del

potencial.

4.4 El ion Ba** bloguea a los canales de K* induciendo una inhibicion que imita a
la inactivacion.

Una propiedad compartida por los canales de K, y K, es que el ion Ba**
interactiia con la via de conduccién de estos canales y al hacerlo bloquea la conduccién
de K* (Latorre y col. 1997). El Ba** puede bloquear a los canales de K* desde el lado
interno asi como desde el lado externo. Esta observacion fue hecha por primera vez en
los canales de K* dependientes del potencial del ax6n de calamar. Cuando el Ba** se
encuentra en el lado exiracelular es capaz de bloquear tanto a los canales abiertos como a
los canales cerrados. Sin embargo desde el lado interno el catién solo puede bloquear el
canal una vez que estd abierto (Armstrong y Taylor, 1980; Eaton y Brodwick 1980).
Estos resultados indican que la compuerta de activacién de los canales de K* se
encuentra en la cara citoplasmatica del canal.

Cuando en presencia de Ba** interno una poblacién de canales se activa frente a
un pulso de voltaje, se observa una corriente macroscopica que crece de acuerdo a la
cinética de activacién de los canales, hasta alcanzar una maximo y entonces decaer en el
tiempo (Armstrong y Taylor, 1980; Eaton y Brodwick 1980). Este decaimiento es reflejo
de la cinética de bloqueo de la via de conduccién por el Ba**. El curso temporal de la

corriente en presencia de Ba** es cualitativamente indistinguible al de la corriente de

whnar e
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canales que se inactivan. Como se verd en la seccion de resultados, el curso temporal de
la corriente macroscdpica de los canales K, #Slo es bifésica, con una fase de ascenso
seguida por una de decaimiento. Asi entonces, como una condicién previa al estudio de
los mecanismos que confieren la dependencia del potencial a la activacién de 4Slo, se
estudio si el fendmeno de decaimiento observado en ASlo corresponde a un proceso de
inactivacién intrinseco del canal o a un proceso de bloqueo similar al inducido por un
bloqueador, como por ejemplo el Ba®*, presente en el medio interno.

Las caracterfsticas cinéticas y estacionarias del bloqueo por Ba®* de los canales de
K* de calamar son consistentes con la interaccién de un sélo ion Ba** con la via de
conduccién. El bloqueo es ademds dependiente del potencial, haciéndose més rapido y
completo a medida que el potencial aumenta (Armstrong y Taylor, 1980; Eaton y
Brodwick 1980; Armstrong y col. 1982). La dependencia del potencial del bloqueo se
explicé sugiriendo que el sitio de Ba** en la via de conduccion experimenta una fraccién
d de la fuerza del campo eléctrico transmembranal. La fraccion o “distancia eléctrica” &
reportada para estos canales es = 1 (Armstrong y col. 1982). Aunque la interpretacién de
este resultado no es tunica (ver Discusion), la determinacién sugiere que el sitio se
encuentra en una posicién en que el campo ha caido cerca de 100%. Dicho de otro
modo, para que el Ba®* interno alcance su sitio, debe avanzar a través de la via de

conduccion hasta un punto en que el campo ha caido totalmente (Armstrong y col. 1982).

R
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4.4.1 Elion Ba** bloquea a los canales K,

El efecto del Ba** en los canales de K* dependientes de Ca** se ha estudiado en
detalle a nivel de canales tinicos reconstituidos en bicapas artificiales (Vergara y Latorre,
1983). La interaccién del Ba** con los canales K., comparte las siguientes caracteristicas
con la interaccién del catién con los canales K, de axén de calamar: a. El Ba** puede
bloquear a los canales K, desde el lado externo o desde el lado interno. Desde el lado
interno el cation tiene una afinidad por su sitio que es 50 veces mayor que desde el lado
extracelular. b. El bloqueo se puede modelar con esquema de interaccién del Ba** con

un solo sitio:

— B E4)

donde A es el estado abierto, C es el estado cerrado y B el estado bloqueado. En este '

caso, el tiempo de permanencia en el estado bloqueado (tg) es:
=17k, @)
Dado que en las condiciones experimentales en que se caracteriz el bloqueo las
transiciones entre los estados cerrado y abierto son rdpidas en relacién al bloqueo, se
puede distinguir periodos de “actividad” en que el canal fluctia rapidamente entre C y
A, de las transiciones al estado bloqueado inducidas por el Ba**, que son de larga

duracion. Asi, la duracién promedio de los periodos de actividad (t,) estd dada por:

o
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u={1/ Ba*)} (I+a/p. ®
En las condiciones experimentales usadas se favorecié al estado abierto sobre el cerrado
(B> > a), de manera tal que la ecuacion 8 se reduce a:
7, =1/ &, - [Ba*]). (82)
Por lo tanto, el modelo de bloqueo predice que el tiempo de permanencia en el estado
bloqueado ser4 independiente de la [Ba®>*] y que el inverso de la duracién de los periodos
de actividad ser4 directamente proporcional a la [Ba**]. Este fue exactamente el resultado
experimental obtenido. Adicionalmente, dado que la duracion de los periodos de
actividad, t,, aument6 a medida que la probabilidad del estado abierto se hizo decrecer
(es decir, o aumentaba), se corrobord que el Ba>* estd bloqueando a los canales abiertos
(ec. 8). c. El bloqueo es dependiente del potencial. Como los resultados fueron
consistentes con la presencia de un solo sitio para el Ba®*, la dependencia del potencial
observada sugiri6 que el sitio se encuentra en una posicién de la via de conduccién donde
el campo eléctrico ha caido aproximadamente un 80% del total (Vergara y Latorre,
1983).
El bloqueo por Ba** externo presenta una dependencia del potencial que sugiere
que el sitio al cual el catién accede desde el lado externo es el mismo al cual se une desde
el lado interno. La menor afinidad observada para el bloqueo desde el lado externo

indica entonces que en este caso el Ba** debe vencer una barrera de energia mucho mds

alta que cuando bloquea desde el lado interno (Vergara y Latorre, 1983).
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5. Obpjetivos.

Los experimentos de modificacién quimica (seccion 4.2) pusieron nuevamente en
debate el mecanismo que origina la dependencia del potencial de la activacion de los
canales K,. Aunque los resultados cinéticos apoyan el modelo de activacion idnica no
prueban que la unién de Ca** sea dependiente del potencial. Por otro lado tampoco hay
evidencias que indiquen claramente que los canales K., poseen un sensor de voltaje

intrinseco.

5.1 Objetivo general.

Por esta razén, el objetivo general de esta tesis fue estudiar los mecanismos
responsables de la dependencia del potencial del canal de K* dependiente del Ca**,
hSlo. Actualmente hay un gran volumen de evidencia que indica que el dominio S4
forma parte del sensor de voltaje de los canales de K*, Na* y Ca** dependientes del
potencial. Las lineas de evidencia incluyen experimentos en que la neutralizacién de un
residuo cargado mediante el uso de mutagénesis dirigida reduce la dependencia del
potencial de estos canales (Stithmer y col. 1989; Papazian y col. 1991; Planells-Cases y
col. 1995; Garcia y col. 1996), modifica las corrientes de compuerta (Perozo y col.
1994) o decrece la carga de compuerta por canal (Aggarwal y McKinnon, 1996; Seoh y
col. 1996). Otro tipo de experimentos indican que la accesibilidad de distintos residuos
del segmento S4 se modifica dependiendo del grado de activacién del canal inducido por

el potencial (Yang y Horn, 1995; Mannuzzu y col. 1996; Larsson y col. 1996; Yang y
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col. 1996). En el transcurso de esta tesis se reportaron resultados que indican que los
canales K, pueden activarse por el potencial eléctrico en forma independiente del Ca**,
(Meera y col. 1996), sugiriendo fuertemente la existencia de un sensor intrinseco de
potencial. Esta hipétesis fue reforzada por los resultados de Stefani y col. (1997),
quienes fueron capaces de registrar corrientes de compuerta asociadas a los canales de
K., hSlo. En concordancia con los resultados de Meera y col. (1996) la carga maxima
de compuerta fue independiente de la [Ca®*] en el intervalo de 5 oM a 100 oM, intervalo
en el cual el canal es capaz de ser activado por el potencial en forma independiente de la
[Ca?*] (Stefani y col. 1996). Mis aun, cuando la [Ca®*] se elevd a 85 pM, la carga
méxima no aument en relacién a la carga movida en presencia de 100 nM de Ca**, pero
el. potencial al cual el 50% de la carga mixima se ha movido fue menor (Stefani y col.
1996), indicando que el Ca?* facilita el movimiento del sensor.

En el contexto discutido en la seccion 4.2, se decidi6 investigar el papel que
tiene el segmento S4 en la activacién dependiente del potencial de 4Slo, planteindose
la hipdtesis que si un aminodcido cargado del segmento S4 forma parte del sensor
intrinseco de potencial, la neutralizacion de dicho residuo debe disminuir la
dependencia del potencial de la activacion del canal mutado.

La sola presencia del dominio S4 en los canales K, (ver Fig. 6), no es suficiente
para suponer que dicho dominio actiia como sensor del potencial en ellos. Para ilustrar
esta afirmacion se pueden citar dos ejemplos: i. los canales activados por nucleétidos
ciplicos y ii. los canales de K* rectificadores de entrada, de Arabidopsis thaliana, AKT1

y KAT1.
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i. Los canales activados por nucledtidos ciclicos (c(NMP) son canales catidnicos,
cuya secuencia primaria es parcialmente conservada con la de los canales K. Los
canales cNMP poseen el patrén tipico de seis segmentos hidrofobos (H1 a H6, anilogos
a los segmentos S1 a S6) y un lazo entre los segmentos HS y H6 con homologia a la
regién P de los canales K, (Kaupp y col. 1989; Ludwig y col. 1990; Kaupp, 1991;
Goulding y col. 1992; Dhallan y col. 1992). El dominio equivalente al segmento S4
tiene tres o cuatro residuos arginina conservados en relacion a los canales Ky (Fig. 6;
Kaupp, 1991; Finn y col. 1996), lo que ha llevado a proponer que estos canales
pertenecen a la familia de canales S4 (Jan y Jan 1990; Kaupp, 1991). La P, de los
canales activados por nucledtidos ciclicos es solo residualmente dependiente del
potencial, con 0,2 a 0,5 cargas equivalentes asociadas a la activacion (Hanke y col.
1988; Goulding y col. 1992). Aunque este resultado concuerda con que la sola
presencia del segmento S4 no asegura que el canal sea dependiente del potencial, no se
puede descartar, sin embargo, que la casi nula dependencia del potencial se deba a la

menor carga neta del segmento S4 dada por los residuos negativos presentes en €l (Fig.

6).

ii. Los canales AKT1 (Sentenac y col. 1992) y KAT1 (Anderson y col. 1992), son

canales de K* que solo conducen corriente cuando la membrana esti hiperpolarizada.
La estructura terciaria propuesta es similar a la de los canales Ky, con seis segmentos
transmembranales y un lazo que formaria el poro de conduccién. El segmento S4 de los
canales AKT1 y KAT1 posee cuatro residuos basicos conservados en relacién a los

canales Ky (Sentenac y col. 1992; Anderson y col. 1992). Notablemente, la
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rectificacién de entrada en estos canales se debe una propiedad intrinseca del
mecanismo de activacién, cuya dependencia del potencial es inversa a la de los canales
Ky: los canales KAT1 y AKT1 se activan con potenciales negativos y se desactivan
cuando la membrana se despolariza (Sentenac y col. 1992; Anderson y col. 1992).
Como la informacién existente hasta ahora indica que estos canales tendrian una
topologfa de membrana similar a la de los canales Ky, la dependencia del potencial de
KAT1 y AKT1 no se puede explicar recurriendo al segmento S4 por lo menos de la

forma en que se hace para los canales Ky.

1)
(1]
Q
O-
-
»n
Y

hSlo RsWLGLEFFLEALEPL ! QFSE I LQFLNILKT
dSlo RTWIGLEYF LA LILMTVPD I LQYLNVLKT
Shaker LAT LY 'IBL VRV FIdL SIIHF SIIG L Q1T LG R
brene Y PE IRL NEJL LY SIM FE FFQR TE T
Kat1 LGFE!' LsmLIJLWEILRIFFVSSLFAR

Figura 6. El segmento S4 estd conservado en canales activados por nucleétidos ciclicos y en
un canal rectificador de entrada.

Comparacién de la regién S4 de los canales K* dependientes de Ca** humano (4Slo) y de
Drosophila (dSlo), con la regién S4 de un canal de K* dependiente del potencial (Shaker),
de un canal activado por cGMP de bastén de bovino (JRCNC) y de un canal de K*
rectificador de entrada de planta (Katl). Los residuos positivos conservados se remarcan en
fondo gris y con letra blanca. Note que el canal bRCNC tiene un residuo positivo conservado
més que hSlo, sin embargo la dependencia del] potencial de este canal es menor que la de los
canales K¢,. Katl posee cinco residuos positivos, de los cuales uno no es conservado con
respecto a los canales K, y Shaker. Notablemente, al contrario de lo que sucede con los
canales K¢,, Katl se activa con la hiperpolarizacién de la membrana (Figura modificada de
Finn y col. 1996).

Como podemos ver, no se puede concluir a priori que la presencia de un

segmento S4 con residuos bédsicos conservados conferird al camal que lo posee una
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dependencia del potencial como la que tienen otros canales cuyo segmento S4 es
conservado. Esto es particularmente aplicable a los canales K, en que se ha propuesto

que la dependencia del potencial de la activacion se origina en la unién de Ca**.

5.2 Objetivos especificos.

Especificamente se propuso alcanzar los siguientes objetivos:

i. Caracterizar el proceso de inhibici6n de las corrientes macroscopicas, observado a
potenciales > a 100 mV, con el fin de dilucidar si el proceso corresponde a una

inactivacion intrinseca del canal o a un bloqueo dependiente del potencial.

ii. Determinar la dependencia del Ca** y del potencial del canal de K* dependiente del

Ca**, hSlo.

ili. Determinar la dependencia del Ca** del pardmetro V,, con el objetivo de comprobar -
si el modelo de activacién idénica (ver seccién 5.2.1.2) describe correctamente la
dependencia del potencial del canal 4Slo. Si este modelo es correcto se espera que el
V, se relacione linealmente con el logaritmo de la [Ca**], en cualquier intervalo de

concentraciones.
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iv.

Estudiar si el segmento S4 actiia como sensor del potencial en el canal ASlo,

mediante mutagénesis puntual del dominio

e w

Caracterizar la dependencia del Ca** y del potencial de los canales 4Slo mutados en

el segmento S4.




MATERIALES Y METODOS.

1. Biologia molecular.

1.1. Bacterias.

1.1.1. Cepas bacterianas.

Las cepas bacterianas usadas se eligieron de acuerdo a la compatibilidad con el
vector usado. La cepa DHS5a se uso para amplificar las secuencias clonadas en los
vectores de la serie pGEM (Promega Corp., Madison, WI USA), en cambio la cepa
JM109 se usé para amplificar el vector pALTER®] (Promega Corp., Madison, WI
USA4). La cepa BMH 71-18mutS se utiliz6 en una fase del procedimiento de
mutagénesis in vitro, “Altered Sites®” (Promega Corp., Madison, WI USA4). La cepa
XL-1 Blue se usé para amplificar el plasmidio ZM4, derivado del vector pBS

(Stratagene, La Jolla, CA, USA).

1.1.2. Cultivo de bacterias.

Los cultivos en medio liquido fueron crecidos a 225 ciclos/minuto, a 37 °C,
en un agitador orbital. Se utilizé6 medio LB (Luria-Bertani) o Typ (Sambrook y col.

1989). Para los cultivos en medio sélido, se us6 el medio liquido suplementado con
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agar al 15% (Sambrook y col. 1989). Todos los medios fueron autoclavados a 125 °C,

15 psi.

1.1.3. Obtencion de bacterias competentes.

Para obtener bacterias competentes, se crecié un cultivo en medio liquido hasta
una densidad optica (DO) de 0.2. Las bacterias se sedimentaron y resuspendieron en
una solucién estéril y fria de CaCl, 50 mM, manteniéndolas en hielo por 30 min.
Luego de una segunda sedimentacién y resuspension en la misma solucién, las
bacterias competentes se mantuvieron en hielo y se usaron dentro de 24 horas.
Alternativamente se resuspendieron en una solucion estéril de CaCl, 50 mM y glicerol

15%, y se almacenaron a -80 °C.

1.1.4. Transformacion de bacterias.

Una alicuota de bacterias competentes se expuso a 0.015 volimenes de DMSO
0 a P-mercapto etanol (22 mM final), durante 10 min., en hielo. Se afiadié entonces 1
ng de DNA plasmidial y se incubd en hielo durante 30 min antes de someter a las
bacterias a un choque térmico de 42 °C durante 90 seg. Luego de transferirlas al hielo
por 2 minutos, las bacterias se crecieron durante 45 min. en 5 ml de medio liquido sin
antibiotico, para permitir la expresién de la resistencia al antibidtico codificada en el
plasmidio. El cultivo se transfiri6 a placas con medio sélido suplementadas con

antibidtico, y se incubaron a 37 °C, durante 12 a 16 horas.
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1.2. Antibidticos.

La seleccion de las bacterias se realizd6 de acuerdo a la resistencia a
antibiéticos codificada en el plasmidio. El antibidtico se afiadié al medio estéril, una
vez frio, a partir de soluciones concentradas mantenidas a -20 °C. La ampicilina se us6
a upa concentracion de 100 pg/ml, a partir de un stock 100 mg/ml en agua; la
tetraciclina se usé a una concentracién de 10 pg/ml, a partir de un stock 10 mg/ml en

etanol (Sambrook y col. 1989).

1.3. Obtencion y purificacion de DNA plasmidial.

El DNA plasmidial se purificé con las columnas para preparacién de DNA
“mini” “Qiagen” segin las indicaciones del fabricante (QIAGEN Inc., Chatsworth,
CA US4). Con el fin de aumentar el rendimiento de la preparacion de los plasmidios
portadores del cDNA £Slo, las cultivos fueron crecidos hasta un densidad éptica (DO)
de 0.3 a 0.6. En este punto se afiadié cloranfenicol (25 a 100 pg/ml). La inhibicién de
la sintesis proteica en esta fase no impide que se alcance la saturacién del cultivo, pero

mejora el rendimiento de DNA plasmidial (Sambrook y col. 1989).
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1.4. Purificacion de dcidos nucleicos en general.

La purificaciéon de DNA sometido a digestién enzimdtica u otro tratamiento, u

ocasionalmente del RNA transcrito in vitro, se efectué mediante extracciénes en un

medio organico. La primera extraccion se realiz6 con una mezcla que contenia fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), esta fue seguida por dos extracciones en
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). El DNA se precipité con acetato de potasio (0.3
M) y 2,5 volumenes de etanol. Luego de sedimentar los 4cidos nucleicos en una
minicentrifuga el precipitado se lavé dos veces con etanol 70%. La integridad del
acido nucleico se verificé en geles de agarosa (0.7% a 0.9%), tefiidos con bromuro de
etidio 0.66 pg/pl (a partir de una solucién de 10 mg/ml) segiin el patrén de migracién
en relacion a estdndares de peso molecular y concentracién conocidos. Una estimacién
preliminar de la concentracién de las muestras se obtuvo también de estos geles. Para
obtener las concentraciones finales deseadas el DNA y el RNA se resuspendieron en
un volumen adecuado de tamp6n Tris 10 mM-EDTA 1mM, pH 8 (TE) y en agua libre
de RNAsas, respectivamente. La concentracién fue chequeada por absorbancia a 260

nm en un espectrofotometro UV-120-12 (Shimadzu Corporation).

1.5. Clones.

Todos los experimentos de esta tesis se realizaron con la subunidad o del

canal de K* dependiente de Ca’*, hSlo. Este canal fue clonado del miometrio
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humano y la secuencia nucleotidica y la estructura primaria deducida se encuentran
disponibles en GENBANK bajo el nimero de acceso U11058 (Wallner y col. 1995).

En los experimentos iniciales, los canales se expresaron a partir del clon
pGhSlo411, que contiene el inserto codificante de ASlo clonado en el vector
pGEMI9Z{(-) (Promega Corp., Madison, WI USA4). Al cDNA original se le removi6
una regién no traducida (RNT) del extremo 5° que contiene dos secuencias de
consenso Kozak (Kozak, 1987), correspondientes a las primeras dos metioninas
codificadas en el cDNA (M1 y M2), y una region rica en nucleétidos GC (Wallner y
col. 1995). Por lo tanto, la secuencia de inicio de traduccién usada en este vector
corresponde al tercer consenso de Kozak presente en el DNA clonado y a la tercera
metionina codificada en el mismo (Wallner y col. 1995). Este cDNA conserva una
RNT del extremo 5°, compuesta de 86 pares de bases (pb) ubicadas inmediatamente rio
arriba de la tercera metionina partidora.

Posteriormente se utiliz6 el clon M3, cuyo principal ventaja es el alto nivel de
expresion de corrientes 4Slo que se logra en oocitos de Xenopus laevis (Stefani y col.
1997). Este vector fue construido insertando una secuencia de 223 pb de la RNT del
extremo 5’ de Shaker H4 en el extremo 5’ de la secuencia codificante 4Slo, y una
region poli-A en el extremo 3’ de ASlo (Stefani y col. 1997). Por tltimo, el vector
ZM4 (Fig. 7), que produce los niveles mds altos de expresion de ASlo, fue construido

- con una secuencia de sSlo cuyo inicio se encuentra en la cuarta metionina presente en

la secuencia (M4). Esta secuencia fue subclonada en una versién modificada del vector
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RNT 5'Bglob.  Ncol (730)

Figura 7. Mapa del vector de alta
expresién Z-M4.

EcoRV (1016) La secuencia codificante 4Slo a partir
de la cuarta metionina (décimo residuo
en la secuencia M3) se subcloné en los
sitios de restriccion Ncol y Notl,
ubicados entre las regiones no
traducidas (RNT) 5° y 3’ de la B-
globina de Xenopus I. El vector
receptor (pBSTA) es una modificacion
del plasmidio pBS. El tamafio final de
Z-M4 es 6489 pares de bases (pb).

Z-M4
6489 pb

RNT 3’ $-glob,

Notl (4263)
Spel (3345)

pBS (Stratagene, La Jolla, CA, USA), entre las regiones 5’ y 3’ no traducidas de la B-

globina de Xenopus laevis. Este vector contiene ademds una cola de poliadeninas

(poliA).

1.5.1. Subclonamiento de hSlo en el vector de mutagénesis pALTER®1.

La secuencia iSlo fue subclonada en el vector pALTER®] para realizar
mutagénesis dirigida del segmento S4. El fragmento codificante #Slo se insert6 entre
los sitios Sall y HindIII de la regién de clonamiento miltiple del vector pALTER®]
(Promega Corp., Madison, WI USA4), para originar el vector pAiSlo. Con este fin, el
plasmidio receptor pALTER® ] fue digerido en forma consecutiva con las enzimas de
restriccion Sall y HindIIl; el vector dador, pGhSlo411 fue digerido con las mismas

enzimas, para generar el fragmento codificante Sall/HindIIl (Fig. 8). Los fragmentos
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de interés se recuperaron al escindir las bandas de peso molecular adecuado, a partir

de geles preparativos de agarosa de 0.7%, y se purificaron usando el “kit” extraccion

de DNA desde geles “QIAEX” (QIAGEN Inc., Chatsworth, CA 91311, US4).

Posteriormente, los fragmentos se ligaron para generar el vector pAhSio, de 9612 pb

(Fig. 8). La presencia del fragmento fue verificada mediante los siguientes criterios: i.
segin el patrén de migre{ci()n del DNA en geles de agarosa, ii. por la recuperacion del
fragmento Sall/HindIIl a partir de la digestion del vector pAhiSlo con las mismas
enzimas, iii. por hibridacién de una sonda de %Slo a colonias bacterianas transformadas
con el producto de la ligacién, y iii. por ensayo de la actividad B-galactosidasa de las
bacterias transformadas con pAASlo. La region de policlonamiento de pALTER®] se
ubica inmersa en el gen lacZ, por lo tanto el vector pALTER®] silvestre es capaz de
conferir actividad B-galactosidasa a las bacterias que lo portan, las que en presencia de
un sustrato adecuado, generan un producto coloreado. Cuando se inserta un fragmento
en la region de clonamiento el gen lacZ se destruye, y por lo tanto las bacterias que lo

portan no poseen la actividad mencionada.

1.6. Mutagénesis.
La mutagénesis puntual del cDNA #Slo se realizé con el procedimiento de
mutagénesis in vitro “Altered Sites®” (Promega Corp., Madison, WI USA4), que usa el

vector de mutagénesis “pALTER®-1”, o con el procedimiento de mutagénesis mediante
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la reaccién en cadena de la polimerasa (“PCR”; Horton y col. 1989; Landt y col.

1990). La presencia de las mutaciones fue verificada por secuenciacién del DNA. '

0 Sall (38) Sall (6798) H
Hindlll (56)

pAlter-1

5680 pb 6851 pb

Hindlll (3897)
Sall sall
l'a";"f’é" l';;”?é" Figura 8. Subclonamiento de

Sall Sall hSlo en el fagémido pAlter-1.
El fragmento codificante del
Hindill 3950 pb canal ASlo (de 3950 pares de

Hindil bases (pb)) se obtuvo al digerir

5662 pb

hslo4_11 con las enzimas Sall y _

HindIII. Este inserto se lig6 al
fragmento de 5662 pb obtenido
al digerir con las mismas el
vector pAlter-1 El vector
Sall 9559), © resultante, pAhSlo tiene un
tamafio de 9612 pb.

Ligasa,

1

Hindlll (3897)

1.6.1. Sistema de mutagénesis Altered Sites®

El sistema de mutagénesis Alfered Sites® ocupa un vector fagémido
especializado para mutagénesis Ilamado pALTER®]. Este vector posee un gen de

resistencia a tetraciclina (Tet”) y un gen de resistencia a ampicilina, que se encuentra

inactivo debido a una mutacién puntual en él (Amp®). El vector pAASIo se usé como el

-~ weaen camw e




Materiales y Métodos 50

vector de partida para la mutagénesis de 4Slo. El método se basa en la capacidad del
fagémido pALTER ®]1 de generar particulas virales cuyo DNA es de una hebra cuando
las bacterias transformadas se infectan con un bacteriéfago ayudador. El fago ayudador
aporta los genes que codifican para las proteinas de la cdpsula viral, y las proteinas que

activan el ciclo viral induciendo el encapsulamiento en forma de virus de DNA de

hebra simple. De este modo , al infectar bacterias transformadas con el vector pAhSlo ]

con el fago helper R801 es posible purificar del medio de cultivo, particulas virales
del fagémido pAhSlo. El DNA de una hebra se recupera a partir de los virus presentes
en el medio de cultivo bacteriano. Una vez purificado, el DNA se desnaturaliza y se
incuba simultdneamente con el oligonucledtido mutagénico y con un oligonucleétido de
reparacion del gen de resistencia a ampicilina (Fig. 9). En una reaccion in vitro se
sintetiza la hebra complement;ria que contiene la mutacién deseada en el inserto
codificante como también el gen reparado de resistencia a la ampicilina. El producto
de esta reaccion se usa para transformar bacterias de la cepa BMH 71-18mutS, que es
incapaz de reparar el mal apareamiento de la hebra de DNA silvestre con la hebra

mutada. El DNA generado se usa para transformar bacterias JM109. Los mutantes se

seleccionan con ampicilina.

1.6.2. Mutagénesis por PCR.

El procedimiento de mutagénesis por PCR estd basado en la estrategia de

“cuatro partidores” y es una modificacién de los métodos descritos por Horton y col.
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(1989) y Landt y col. (1990). Un requisito del método es la presencia de dos sitios

dnicos de restriccion que flanqueen la zona que se desea mutagenizar.

1. Aislar DNA
de una hebra

2. Alinear
oligonucleétidos

Oligonucleétido

mutagénico
Oligonucleétido \"\
Ampt

1z

e

Jotr

mutante con DNA polimerasa T4

3, Sintetizar ia hebra
y DNA ligasa T4

Ampr
Anp
oSy

4. Transformar

bacterfas BMH 71-18 mutS
y seleccionar mulantes con
amplclina

5. Transformar bacterias
JM109 y seleccionar
muiantes con ampicilina

Figura 9. Esquema del procedimiento
de mutagénesis in vitro “Altered sites”.

Las bacterias transformadas con el
fagémido pAhSlo se infectan con el
bacteriéfago “helper” R801 para inducir
la produccién de particulas virales cuyo
DNA es pAiSlo de una hebra. Sobre
este DNA se alinean los
oligonucleétidos mutagénico y de
reparacion de la resistencia a ampicilina
(Amp"). La sintesis de la hebra
complementaria que contiene ambas
mutaciones se realiza con DNA
polimerasa T7. El DNA final se obtiene
luego de transformar bacterias y
seleccionar los mutantes con ampicilina.

Se efectiian dos reacciones paralelas de PCR cuyo templado es el DNA a

mutagenizar. En la reaccién 1 (R1) se usan como partidores un partidor mutagénico,

a, y un partidor externo universal b, es decir distal a la mutacién y a uno de los sitios
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de restricciéon mencionados. En la reaccién 2 (R2) se usa un partidor mutagénico, c,

que es parcialmente complementario al partidor a, y un segundo partidor externo

universal, d. Los fragmentos genmerados en las reacciones 1 y 2, ab y cd,

respectivamente, contienen la mutacién en ambas hebras, y se sobreponen parcialmente

en los extremos que poseen la mutacién. Estos fragmentos se purifican y se extienden

en una tercera reaccién de PCR (R3) en presencia de los partidores externos b y d. El

fragmento generado, bd estd limitado por los extremos 5° de los partidores b y d, y

posee la mutacién en ambas hebras (Fig. 10). Este fragmento se digiri6 con EcoRV y

EcoRI y se subcloné como un “cassette” en el cDNA hSlo silvestre, previamente

tratado con las mismas enzimas de restriccion.
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Figura 10. Procedimiento de
mutagénesis por PCR.

El sitio a mutagenizar en el DNA
templado (#Slo) se esquematiza con
un circulo vacio. Este sitio estd
flanqueado por dos sitios de
restriccion tnicos (El y E2). En
una reaccibon (R1) el DNA
templado se alinea con los
oligonucledtidos a y b, y en la
segunda reaccion (R2) se alinea con
los oligonucledtidos b y c. Los
fragmentos de PCR ab y cd se usan
como DNA templado en Ia
reaccion R3, en conjunto con los
partidores externos b y d. Los
hebras simples de los fragmentos
ab y cd se sobreponen segiin se

indica en R3. Los partidores b y d generan el fragmento de interés bd, que contiene la

mutacién en ambas hebras.
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1.7. Secuenciacién del DNA.

El DNA fue secuenciado usando el “kit” de secuenciacién Sequenase Ver. 2.0
(Amersham Life Science Inc., Arlington Heigths, Ii 66005, USA) basado en el método
de “terminacién de la cadena por dideoxinucledtidos” (Sambrook y col. 1989). La
cromatografia del DNA marcado con dATP-a*S (NEN, Boston, MA 02118, USA) se
realiz6 en geles de poliacrilamida al 6%. Los geles fueron lavados y deshidratados con
una solucién de 4cido acético 5% y metanol 15%, y posteriormente secados. La

deteccidn de las bandas de DNA se hizo por autoradiografia.

1.8. Transcripcion in vitro.

La transcripcion se realiz6 usando como templado un DNA plasmidial
previamente linearizado, en un sitio tinico (NotI o HindIII) ubicado inmediatamente rio
abajo de las secuencias 3’ no traducidas (secuencia poliA o RNT 3’ de la B-globina de
Xenopus laevis) o de la secuencia codificante en el caso que el plasmidio no tuviera
estas secuencias. La purificacion del DNA linearizado y toda su manipulacion
posterior se hizo en medios libres de RNAsas. La linearizacidn se verificd en un gel
de agarosa al 0.7%. )

La reaccion de transcripcion se efectué empleando el “kit” mMESSAGE
mMACHINE (Ambion Inc., Austin, TX USA). La sintesis se dirigi6 desde el
promotor T7 y se hizo en presencia de G(5")ppp(5')G, un andlogo del nucleétido de

modificacion en 5° (7-metil guanosina, “cap”). La reaccién de transcripcién se detuvo
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removiendo el DNA templado con DNAsa I libre de RNAsa, o afiadiendo medio
volumen de una solucién de precipitacién de RNA (LiCl 7.5 M, EDTA 75 mM). La
mezcla se enfri6 a 20 °C por una hora, y se sedimentd a maxima velocidad por 20
min en una minicentrifuga. El sedimento de RNA se lavé en etanol 70% y se
resuspendié en agua libre de RNAsa. La integridad del transcrito se verific en un gel

de agarosa al 0.7% y se cuantific6 midiendo la absorbancia a 260 nm.

2. Ranas, oocitos y microinyecion.

2.1. Ranas.

Grupos de 7 a 15 ejemplares hembras de la especie Xenopus laevis se
mantuvieron en bateas pldsticas con 15 a 20 litros de agua potable sin cloro, a una
temperatura méxima de 20 °C y en obscuridad continua. El cloro del agua potable se
extrajo almacendndola en toneles de 100 litros y burbujeando aire durante dos a tres

dias. Las ranas fueron alimentadas dos veces a la semana con alimento para anfibios.

2.2. Oocitos.

Los ejemplares de Xenopus leavis se anestesiaron por inmersién en una mezcla
de agua y hielo durante 30 a 60 minutos. Mediante una incisién abdominal se

disecaron uno o dos 16bulos ovéricos y se transfirieron a solucién OR-2. Esta solucién

estd compuesta por: NaCl 82,5 mM, KCI 2,5 mM, MgCl, 1 mM, HEPES 5 mM, pH
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7,6. La incision fue suturada y el ejemplar devuelto a la mezcla de agua y hielo para su
recuperacién gradual. Con el fin de desfolicular y aislar los oocitos, los 16bulos se
cortaron en trozos pequefios y se incubaron en medio OR-2 con 2.5 mg/ml de
colagenasa (GIBCO BRL Life Technologies, Gaithersburg, MD USA), equivalente a =
450 U/ml, por un periodo de 60 a 90 minutos, a temperatura ambiente y con agitacion
orbital de 30 a 60 ciclos por minuto. Posteriormente, los oocitos se lavaron 5 veces en
medio OR-2 sin colagenasa haciéndose a la vez una primera seleccion de oocitos de los
estados V y VI. Los oocitos se transfirieron entonces a solucién ND96 (NaCl 96 mM,
KCl 2 mM, CaCl, 1,8 mM, MgCl, 1 mM, HEPES 5 mM, pH 7,6) suplementada con

gentamicina (50 pg/ml) y se mantuvieron a 18 °C.

2.3. Microinyeccion.

Doce a 24 horas después del tratamiento con colagenasa, se seleccionaron
oocitos de los estados V y VI sin membrana folicular. Se microinyecté 50 nl de una
solucién de mRNA en agua (0,05 pg/ul a 0,5 pg/pl, equivalentes a 2,5 ng y 25 ng,
respectivamente) de la subunidad o del canal K,, ASlo silvestre, o de alguno de los
mutantes del segmento S4. La concentracién del mRNA se escogié segiin el nivel de

expresion de cada transcrito.
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2.3.1. Procedimiento de microinyeccion.

La microinyeccién se realiz6 en un equipo consistente de una lupa binocular
(Nikon) una fuente de luz con fibra optica (“FO-150Z”, Chiu Technical Corp.; World
Precision Instruments (WPI), Sarasota, FL. USA), un microinyector (“A203XVY”,
WPI, Sarasota, FL. USA) y un micromanipulador (“M3301R”, WPI, Sarasota, FL
USA). Las micropipetas de inyeccion se hicieron estirando capilares de vidrio (“4878”,
WPI, Sarasota, FL. USA) en un estirador horizontal (Sutter Instrument Co., Novato,
CA 94948 USA). La punta de la micropipeta se quebrd con una pinza bajo el
microscopio para obtener puntas de un didmetro de = 20 pm. Una extensién
aproximada de 1 cm. medida desde el borde posterior de la micropipeta se llené con
aceite mineral liviano (M-3516, Sigma Chemical Co. St Louis, MO USA4). La
micropipeta se insertd en el vastago del microinyector y el aceite mineral se hizo
avanzar hasta la punta. Se succioné entonces un volumen de 1 pl de mRNA,
depositado previamente en un trozo de Parafilm™ ubicado sobre una placa de Petri
llena de hielo. Los oocitos se ciepositaron en una placa plastica que contenia ND96, y
se inyectaron inmediatamente. A la placa se le adhiri6 una rejilla plastica que permite
mantener a los oocitos en una posicion fija durante la microinyeccién.

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

ND96 suplementado con gentamicina, a 18 °C.
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3. Ensayo de union de Iberiotoxina.

La iberiotoxina (IbTX) es una toxina peptidica que fue aislada del veneno del
escorpion Buthus tamulus (Galvez y col. 1990) y tiene una alta afinidad y especificidad
para los canales K.,. La toxina bloquea la corriente del canal con un mecanismo de
reaccién bimolecular (Candia y col. 1992; Giangiacomo y col. 1992). La toxina usada
(gentilmente donada por la Dra. M. L. Garcia; Merck Research Laboratories) es una
versién mutada (['*IJIbTX-D19Y/Y36F) de la toxina silvestre con el fin de permitir su
radioyodacion sin inducir una perdida de la actividad bioldgica (Koschak y col. 1997).
Estos autores demostraron que la afinidad y la cinética de la interaccion de los canales
K., con la toxina mutante yodada o sin yodar era igual a la de la toxina silvestre. La
actividad especifica de la toxina usada es constante, pues cuando se produce una
desintegracién la molécula pierde su capacidad de unirse al canal.

La actividad especifica de la ["“IJIbTX-D19Y/Y36F fue de 2.178 Ci / mmol.
La concentracién de la toxina se determiné en forma previa al ensayo de unién,

midiendo una alicuota de 2 pl de la toxina marcada. La concentracion de la toxina fue

1,065 - 10° M.

3.1. Medicién de la densidad de canales usando iberiotoxina

Con el objeto de estimar el nimero de canales presentes en la membrana, los
oocitos se incubaron con IbTX en solucién A, compuesta de ND96, gentamicina (50

pg/ml) y BSA 0,1%.
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El volumen de incubacién fue de 5 pl por oocito , y consisti6 en 4 pl  de
solucién A 1,25x, (concentrada 1,25 veces en relacion a la concentracion final), con el
fin de compensar la dilucién sufrida al afiadir el volumen de 1 pl de IbTX - (1
nM). La composicién de la solucién A (1,25x) fue: ND96 (1,25x), BSA 0.125%
(1,25x) y gentamicina (1,25x). La concentracion final de IbTX fue de 200 pM,

concentraciéon 10 veces mayor que la constante de disociacion de la toxina en baja

fuerza i6nica, (K, IbTX = 20 10" M, en Na* 10 mM, Tris 20 mM, pH 7.4; Koschak -

y col. 1997). Sin embargo, la afinidad de la IbTX decrece con la fuerza idnica;
especificamente el Na*, cuya concentracion en el medio de incubacién es = 96 mM,
inhibe la unién de [**IJIbTX-D19Y/Y36F con una constante de inhibicién de 28 mM y
un ndmero de Hill de 1 (Koschak y col. 1997). Para estimar la fraccién de canales
unidos a IbTX (f;.c), se supuso una competencia del Na™ y la IbTX por el sitio en el
canal. De esta manera se puede calcular el limite inferior de f.. pues la unién de un
ion Na* al canal lo imposibilita totalmente de unir toxina. f.. fue calculado con la
ecuacién de Gaddum (ver apéndice III):
fre =1/{1 + K, /[T], - (I + [Na®] / K)} ®

donde K, y K, son las constantes de disociacion de la IbTX y del Na* al canal,
respectivamente, [T]; es la concentracién de IbTX libre en equilibrio y [Na*] es la
concentracion de Na* en el medio.

Los oocitos se incubaron 12 horas con la toxina, dado que el equilibrio de la
unién se alcanza luego de 12 a 18 horas de incubacién (comunicacién personal, C.

Vergara; Koschak y col. 1997).
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La toxina no unida se 1avé con el siguiente procedimiento:
i. Dilucién de 40 veces del volumen de incubacion (5 pl a 200 pl).
ii. Traspaso y lavado de cada oocito a un tubo con 100 pl de solucién A (sin IbTX.)
iii. Repeticién del paso ii. 3 veces. En cada lavado el oocito se dejé en el tubo durante
el tiempo que tomé hacer el traspaso de toda la serie de oocitos incubados (= 10
min.). Como la disociaciéon de la toxina es lenta (f,, ~ 8 horas; Koschak y col.
1997) la toxina unida a los canales /4Slo no alcanza a disociarse en este lapso.

iv. Traspaso de cada oocito al tubo de medicion, que contiene 100 pl de ND96.

3.2. Conteo de la toxina radioactiva, [“I]-IbTX-D19Y/Y36F.

La radioactividad de la ["I[IbTX-D19Y/Y36F se midi6 después del
procedimiento de lavado, en un contador gamma (gentileza del Dr. Tulio Nufiez, Lab.
De Membranas, Dpto. de Biologia, Fac. de Ciencias, Universidad de Chile). La unién

inespecifica se calculé a partir de la unién de la toxina a oocitos no inyectados.

4. Registros electrofisiologicos.

Los registros electrofisiologicos se realizaron usando la técnica de “patch
clamp” (Hamill y cols 1981). La pipeta de registro se mantuvo adherida a la célula

(“cell-attached™) o se escindi6 de ella con la cara intracelular de la membrana hacia el

bafio (“inside-out™). Se registraron corrientes macroscOpicas en macroparches de
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membrana (Hilgemann, 1989) de oocitos de Xenopus laevis, inyectados 2 a 7 dias antes

con mRNA de ASlo silvestre o mutado en la region S4.

4.1. Pipetas de registro.

Las pipetas se hicieron aplicando calor localizado a la zona central de un
capilar de vidrio de borosilicato Pyrex (9530-1, Corning, Corning, NY USA) y tensi6n
en los extremos del mismo. Las pipetas se estiraron en varios pasos, en un estirador
horizontal de pipetas (Sutter Instrument Co., Novato, CA 94948 USA), o en dos pasos
en un estirador vertical (“730”, David Kopf Instruments, Tujunga CA USA). Las
pipetas fueron pulidas a fuego en una microforja construida en el laboratorio, hasta
obtener pipetas cuya punta tenfa un didmetro de 5 a 10 um. La resistencia de las
pipetas oscil6 entre 1 a 2 MQ, con las soluciones usadas. En forma excepcional se
usaron pipetas con resistencias de hasta 5 MQ, siempre y cuando la conductancia de la
membrana no fuera mayor que 10 nS (ver seccién 4.5: Resistencia en serie).
Previamente a hacer el sello, la punta de la pipeta se cubri6é con aceite mineral liviano

(M-3516, Sigma Chemical Co. St Louis, MO USA) con el fin de incrementar la

estabilidad del sello.
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4.2. Soluciones de registro.

Las pipetas de registro se llenaron con una solucién de metanosulfonato de
potasio (KMES) 110 mM, MgCl, 2 mM, HEPES 10 mM, pH 7 y 10 pM de Ca**
contaminante. El metanosulfonato (MES) se usé como anién no permeante para
minimizar las corrientes de cloruro endégenas del oocito (Miledi 1982).

En los experimentos de bloqueo por Ba®** interno de las corrientes
macroscopicas ASlo, la solucién de la camara de registro, que en la configuracion de
parche escindido bafia la cara intracelular de la membrana, contenia: KMES 110 mM,
HEPES 10 mM, pH 7, y 10 uM de Ca®* contaminante o Ca’* afiadido a las
concentraciones indicadas. La [Ca®*] libre en la solucién del bafio se midié con un
electrodo de Ca®* (WPI, Sarasota, FL USA).

En los experimentos en que se midi6 la dependencia del potencial y del Ca?* de
la activacién de las corrientes macroscépicas 4Slo, 1a [Ca®*] libre ([Ca**],) del bafio se
tamponé con los quelantes de Ca** HEDTA, EGTA y EDTA. La concentracién de
Ca’* total afiadido necesaria para obtener una [Ca**]; dada, se calculé con el programa
CHELATOR (Schoenmakers y col. 1992). Todas las soluciones con concentraciones
de Ca®* libre entre 10 nM y 3 mM, contenian: KMES 110 mM, HEDTA 5 mM,
HEPES 10 mM, pH' 7. La [Ca®*], deseada fue obtenida afiadiendo alicuotas de CaCl,
concentrado. La [Ca?*]; se midi6 con un electrodo de Ca** (WPI, Sarasota, FL. USA).
Las soluciones cuya [Ca**], fue menor de 10 nM, se obtuvieron reemplazando la

cantidad correspondiente de MES con: HEDTA 10 mM ([Ca**], = 1.5 nM), EGTA

e amn e
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10 mM ([Ca**], = 363 pM), HEDTA 70 mM ([Ca**], = 217 pM), EDTA 10 mM
([Ca®*]. = 55 pM), EGTA 70 mM ([Ca**], = 52 pM), EDTA 70 mM ([Ca**], = 8

pM).

4.3. Sistema de registro de las corrientes macroscopicas.

El sistema de registro utilizado se compone de los siguientes elementos (Fig.
11A): una camara de registro fabricada en el laboratorio, un porta cabezal o
“headstage” (que contiene el amplificador convertidor de corriente a voltaje como
también los componentes necesarios para dar pulsos de comando al amplificador) el
amplificador de “patch clamp”, un osciloscopio de dos canales (5502, Hung Chang,
Seoul, Korea), un filtro Bessel, pasa bajos (900, Frecuency Devices, Haverhill, MA
USA), una tarjeta andlogo digital/digital andlogo de 100 KHz (LabMaster TL-1,
Scientific Solutions, Solon, Ohio USA), y un computador AT (Pentium 133 MHz).

Durante el transcurso de la tesis se usé el amplificador EPC7 (List Medical,

Darmstadt, Germany) y el amplificador Axopatch-1D con el portacabezal CV-4 (Axon

Instruments, Foster City, CA USA).

~ La cidmara de registro se monté sobre una mesa antivibratoria fabricada en el

laboratorio y bajo una lupa binocular (PZM, WPI, Sarasota, FL. USA4) con un rango de
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Figura 11. Esquema del sistema de registro y adquisicién de corriente.

A. El esquema muestra los componentes usados en el registro y adquisicién de la corriente
ioénica. Las flechas indican el sentido de las sefiales de corriente y voltaje. Los estimulos de
voltaje (V) se generaron en el computador y a través del convertidor digital - andlogo (DA) se
tradujeron en una sefial analégica capaz de ser usada por el amplificador de “patch”. Las
seflales andlogas de corriente (I) fueron filtradas y digitalizadas con el convertidor anilogo -
digital (AD). Esta sefial fue almacenada en linea en el disco duro del computador. B. Esquema
del circuito basico de amplificadores contenidos en el portacabezal y del circuito equivalente
formado por la pipeta y la membrana. El amplificador de comando (Com) es alimentado con
el potencial de comando (V). Para mantener el potencial de la membrana igual a V, el
amplificador entrega una corriente igual a la que circula por la membrana (I,,) a través de la
resistencia de “feedback” (R;). El voltaje a la salida de este amplificadores V = V_,, - I, - Rq.
El amplificador diferencial (Dif) hace la diferencia entre V y V,, y por lo tanto el potencial a
Ia salida es V; = I, - R;. Se indica ademds la resistencia de la pipeta (R;) y la resistencia y la
capacidad de la membrana (R, y Cy,), como asi también la caida de potencial en la pipeta (V)
y en la membrana (V,,).

magnificacién de 14 a 80 veces. La visualizacion del oocito en la cimara fue facilitada

por una fuente de luz con fibra dptica (FiberLite 180, Dolan Jener Industries Inc.

Lawrence, MA US4). La camara de registro, de 200 pl, se equip6 con un sistema de

- avee
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capilares plasticos que permite introducir y retirar soluciones por diferencia presion.
El medio se cambié haciendo fluir 5 a 8 volimenes de solucién a través de la de
camara. Cuando se intercambié soluciones con distintas [Ca®*], se observé que con los
primeros dos volimenes se alcanzaba el cambio méximo en la activacion de las
corrientes ASlo, detectadas con un pulso de 10 mV, a una frecuencia de 0,5 Hz.

La posicion y el desplazamiento de la pipeta de registro se controlé con un
micromanipulador compuesto por tres plataformas con tornillo micromeétrico (420,
Newport Corporation, Fountain Valley, CA USA) con desplazamiento en los ejes X e
Y en el plano horizontal y con desplazamiento en el eje Z desviado 45° en relacion al
plano vertical. El desplazamiento en este eje se pudo controlar manualimente 0 con un
motor (860, Newport Corporation, Fountain Valley, CA USA) con controlador gradual

de velocidad (“Joystick”, 860-J, Newport Corporation, Fountain Valley, CA US4).

4.4. Procedimiento de registro de las corrientes macroscopicas.

La membrana vitelina del oocito se removié manualmente en la cidmara de
registro. La pipeta de registro se introdujo a la cdmara y la solucién del bafio se
cambié para evitar la contaminacién con Ca’*. Antes de hacer el sello se cancel6 la
diferencia de potencial entre el electrodo de registro y el electrodo de referencia.
Ambos electrodos se fabricaron con alambre de plata recubiertos con cloruro de plata

(Ag/AgCl). El recubrimiento se hizo sumergiendo el alambre de Ag en solucién de -

hipoclorito de sodio. Los sellos se hicieron acercando la pipeta de registro a la

s



Materiales y Métodos 65

superficie del oocito midiendo simultineamente la corriente que fluye por la pipeta
inducida por un pulso de 10 mV y 2 ms. Cuando se produce un aumento de la
resistencia en la punta de la pipeta, debido al contacto inicial de la misma con el
oocito, se detiene el acercamiento de la pipeta y se aplica un vacio leve al interior de la
misma. Esto produce un contacto intimo entre la membrana del oocito y el borde de la
punta de la pipeta, formdndose un sello de alta resistencia eléctrica (= 1 GQ). Si la
pipeta no se mueve adicionalmente, el sello es “adherido a la célula” (“cell-attached”).
Para escindir el sello dejando la cara interna de la membrana expuesta al bafio (“inside

out”) la pipeta se desplazé rapidamente, alejandose del oocito.

4.5. Resistencia en serie.

El sistema de registro de corriente utiliza un amplificador de “patch-clamp”

(Fig. 11B). En este sistema el potencial de membrana (V) se controla mediante el

mismo electrodo que inyecta la corriente que circula a través de los canales presentes

en la membrana (I). En este sistema el potencial real de la membrana no puede

medirse y se espera que sea igual al potencial de comando (V,,,). Sin embargo
rigurosamente, el potencial de membrana es:

Vo= Ve -V, (10)

donde V, es la caida de potencial a través de la pipeta. Esta caida de potencial es una

consecuencia de la resistencia en serie existente en la interfase del microelectrodo con

Ia solucion de pipeta y en la punta de la pipeta. Asi entonces, para que se cumpla que

P
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V.. sea igual a V,, , V, debe ser despreciable en relacion a la caida de potencial a
través de la membrana (V). Esta condicién se cumple solamente si la resistencia de
pipeta (R,) es despreciable en relacién a la resistencia de membrana (R;,), pues dada la

naturaleza del circuito tenemos:

V,=1,R, (112)
V,=1 'R, (11b)

y al hacer la razén de ambas ecuaciones resulta:
V, 1V, =R,/R, 12)

Para lograr que esta razén sea baja, se debe trabajar con pipetas de baja resistencia en
relacion a la resistencia de la membrana, o en otras palabras la conductancia de la
membrana debe ser baja. De este modo, se utilizaron pipetas cuya resistencia (R,) fue
de 1 MQ y parches de membrana con corrientes de alrededor de 5 nA, a 100 mV. Esto
corresponde a una conductancia de membrana de 5 - 10® S, o0 a una R, de 20 MQ. En
estas condiciones V, / V,, = 1/20, y por lo tanto V,; = 0,95 - V., lo que implica un

error de un 5% en V,, respecto al potencial aplicado. Este error introducido por Ia -

resistencia en serie no fue corregido.

5. Adquisicion y andlisis de los datos electrofisiologicos.

Las corrientes hSlo se indujeron estimulando el parche de membrana con
pulsos rectangulares de voltaje, de magnitud creciente y de duracién adecuada para

alcanzar el estado estacionario de las corrientes. Alternativamente, la membrana se
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estimulé con upa rampa de potencial lo suficientemente lenta como para registrar
corrientes en pseudo estado estacionario. Esta condicion fue comprobada estimulando
con un pulso triangular de voltaje cuya magnitud fue igual a la de la rampa, y de
duracién variable. Se considerdé que la corriente estaba en pseudo estado estacionario
cuando la fase ascendente del pulso triangular cie potencial indujo una corriente que
visualmente era la imagen especular de la corriente inducida por la fase descendente
del pulso triangular.

La sefial de corriente se filtr6 a una frecuencia 5 veces menor que la
frecuencia de muestreo del convertidor anilogo digital (ADC) y se adquirié con el
programa pClamp 5.51 (Axon Instrument, Inc.).

El andlisis basico de los datos, que incluyé la correccion de la linea base de
los registros de corriente y la construccién de las curvas de corriente en estado
estacionario en funcién del potencial de membrana (curvas Iee-V) se hizo con el
programa pClamp 6.0 (Axon Instrument, Inc.). Con los datos de lee-V se generaron
archivos ASCII de dos columnas que se procesaron posteriormente con la planilla de

calculo Microsoft Excel V7.0 (Microsoft Corporation).

5.1. Estimacion del bloqueo por Ba**.

La cinética del bloqueo de los canales K, por el Ba’* presente en la cara

interna de la membrana, es lenta (Vergara y Latorre 1982). Para observar el bloqueo

inducido por el Ba?* contaminante de las corrientes 4Slo, fue necesario dar pulsos de
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potencial de hasta 150 mV y de 1 segundo de duracién. Para evitar acumulacion del
bloqueo, los pulsos de potencial en el intervalo de 100 mV a 150 mV se separaron por

intervalos de un minuto.

5.2. Estimacion del nimero equivalente de cargas de compuerta (z,,).

Para obtener un valor confiable del niimero equivalente de cargas de
compuerta, z,,, s¢ debe determinar la conductancia maxima, G,,, del parche de
membrana del cual se estd registrando. Con este fin, la membrana se estimulé con
pulsos rectangulares de potencial y se hicieron curvas Iee-V. Las curvas de
conductancia, G, en funcién del potencial de membrana, V, (curvas G-V) se
obtuvieron con la relaci(’)r‘n

G=1/(V-Ey (13)
donde I es la corriente de K* medida y Ej es el potencial de equilibrio del potasio. La
G, se determiné ajustando una distribucién de Boltzmann a las curvas G-V en un
intervalo apropiado de [Ca®*]:

Po=G/Gpu=[1+exp(z, F-(Vy-V)/R-T)]" (14)
donde z,, es el nimero equivalente de cargas de compuerta, V), es el voltaje en cual se
alcanza el 50% de la G,,,,, F es la constante de Faraday, R es la constante de los gases
y T la temperatura absoluta. Una vez que G, fue encontrado, se us$ ese valor para

ajustar todas las curvas P,-V (curvas de conductancia normalizada en funcién del

potencial) en el intervalo de [Ca**] probadas para dicho parche de membrana.
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Los canales K, nativos y clonados son bloqueados por el Ca** interno;
adicionalmente, la conductancia del canal dnico se satura a potenciales > 120 mV
(Oberhauser y col. 1988; Cox y col. 1997a). El bloqueo por Ca’* es dependiente del
potencial y aumenta cuando el potencial se despolariza. Estos fenémenos inducen una
no linearidad en las curvas de corriente en estado estacionario en funcién del potencial,
que debe ser tomada en cuenta en la estimacién de las curvas G-V, pues puede
introducir un error en la determinacién de la G,,. Este error se produce cuando en
presencia de [Ca®*] bajas es necesario aplicar voltajes despolarizantes = 120 mV para
activar los canales o cuando la [Ca®*] est4 -en el intervalo milimolar, induciendo el
bloqueo de los canales a potenciales menores que el valor indicado. En presencia del
bloqueo por Ca**, G,,, serd subestimada y z,, serd sobreestimada. Como el bloqueo
por Ca’* es rdpido, no interfiere con la determinacién de G,,, a partir de las corrientes
de cola, inducidas con potenciales negativos. Para comprobar que el valor de G,
estimado de las curvas Iee-V no estaba subestimado por el bloqueo por Ca’*, se
construyeron curvas G-V a partir de las corrientes de cola, en presencia de las mismas
concentraciones de Ca?* en que se determind la G, a partir de las curvas Iee-V. Las
curvas G-V obtenidas de las colas confirmaron que los valores de G, obtenidos de
las curvas Iee-V, en el intervalo de potenciales de membrana y {Ca**] en que se estimé

dicho pardmetro, no estaban afectados por el bloqueo por Ca®*.

v e
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6. Reactivos especificos.
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El éter corona 4cido (+4)18-corona-6-tetracarboxilico (A18C6T; E. Merck,

Darmstadt, Germany) fue donado gentilmente por el Dr. Jacques Neyton, y se usé

como quelante de Ba®*. Este compuesto también se comoce como d4cido (+)-

1,4,7,10,13,16 -hexa-oxa-ciclooctadecano -2,3,11,12-tetracarboxilico; C1gH24014.,

(Fig. 12). La estequiometria del complejo A18C6T/Ba** es 1:1 (ver resultados). El

éter corona también une K* y Ca>* con constantes de disociacién de 3.3 - 105 M y 10*®

M, respectivamente (Dietrich, 1985). El A18C6T se us$ a partir de una solucién

concentrada en agua.

HOOC., 0 o ,COOH

HOOC /( o " COOH
k/ o

Figura 12. Estructura quimica del éter corona A18C6T.
Estructura del 4cido (+)-18—corona-6-tetracarbo-xﬂiéo
(A18C6T), también denominado: acido
(2R,3R,11R,12R)  -(+)-1,4,7,10,13,16-hexaoxaciclo-
octadecano-2,3,11,12-tetracarboxilico.




RESULTADOS

1. Los canales hSlo silvestres expresados en oocitos, son sensibles al Ca** y

dependientes del potencial.

La inyeccién del mRNA del canal K, ASlo en oocitos de Xenopus laevis, tiene
como resultado la expresién de corrientes de K* que conservan las caracteristicas de
los canales K., nativos. La figura 13 muestra que las corrientes macroscdpicas ASlo
son dependientes del potencial eléctrico transmembranal y del Ca** presente en el lado
intracelular del canal. Como se observa en 13A, los pulsos a -90 mV y -30 mV,
inducen corrientes de entrada que se relajan a un nivel estacionario de amplitud menor
a la inicial. Dado que la [Ca**] en el lado intracelular del canal es 265 pM, hay
canales que al potencial de mantencién (0 mV) estédn abiertos (ver Fig. 22, curva G-V
a 265uM]). De esta manera, la corriente instantidnea de entrada se debe al cambio en la
fuerza electromotriz para el K*. La relajacién posterior es reflejo del cierre parcial de
los canales a -30 mV y del cierre casi total de los canales a -90 mV. Por otro lado, los
pulsos a potenciales positivos inducen una corriente instantdnea de salida, que se relaja
a un nivel estacionario de mayor amplitud, que refleja la apertura de una fraccién de
los canales que estaban cerrados a 0 mV. La sensibilidad al Ca** de los canales ASlo se
observa en la figura 13B. En esta se superpusieron cuatro registros de corrientes

inducidas por un pulso de 50 mV, en un intervalo de [Ca**] de 187 nM a 265 pM.

71
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Con la [Ca**] mds baja la corriente inducida es despreciable. Sin embargo, a medida
que la [Ca?*] en el lado intracelular de la membrana aumenta, la magnitud de la
corriente inducida por el pulso de 50 mV y la rapidez con que alcanza el estado
estacionario se incrementan. Es importante notar que en la escala temporal probada las
corrientes son sostenidas, sin indicios de inactivacion.

Asi entonces, las canales 25lo expresados en oocitos de Xenopus conservan dos

A B
90 mV 50mvV
-80mV
265 pM Ca? [Ca?] variable
WW a0 mv
WW 7o0mVv
" N 265 M Ca2*
- o v e 50 mV . e
— 30mv 11.3 uM Ca?
10mv 3.7 Ca?
{0V e — -
P e et o s 08,09, 12DAT 187 nM Ca?*
-30mv
90 mvV

2nA 2nA
20 ms 20 ms

Figura 13. Dependencia del voltaje y del Ca** de las corrientes hSlo expresadas en oocitos de
Xenopus laevis.

Familias de corrientes macroscépicas 4Slo registradas de un mismo parche de membrana
escindido con el interior hacia afuera. En A y B el potencial de mantencién fue 0 mV y el
protocolo de pulsos de voltaje usado se ilustra en la parte superior. La [K*] fue 110 mM,
simétrica. El Ca** se tamponé con HEDTA. A. Trazos superpuestos de corrientes inducidas
por pulsos de potencial de la magnitud indicada junto a cada trazo. La [Ca**] fue 265 pM. B.
Corrientes inducidas por un pulso de 50 mV. La [Ca**] en el lado intracelular del canal
(correspondiente al bafio) se indica junto a cada trazo.

o,
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propiedades fundamentales de la activacién de los canales K,: la dependencia del

potencial y la sensibilidad al Ca**. (Blatz y Magleby 1987; Latorre y col. 1989).

oy

2. Las corrientes hSlo poseen un proceso de inhibicion lento en parches escindidos.

En la figura 14A se observan corrientes 4Slo tipicas inducidas por pulsos de un
segundo de duracién, en un parche de membrana adherido a la célula. En esta
configuracién pulsos de potencial de hasta 180 mV y de esta duracién, inducen
corrientes que no se inactivan. Sin embargo, cuando el parche se escinde de la célula
exponiendo la cara interna de la membrana al bafio, los pulsos despolarizantes
extremos (= 80 mV) inducen una corriente que decae con el tiempo (Wallner y col.
1995; Tseng-Crank y col. 1994). Esta inhibicion es apenas perceptible a 80 mV, pero
a medida que el voltaje se incrementa, el decaimiento de la corriente se aceleray la  — -~ -
amplitud en el estado estacionario disminuye (Fig. 14B).

El decaimiento de la corriente observado en parches escindidos, no se modifica
al aumentar la [Ca**] desde 10 uM a 37 uM. El curso temporal del decaimiento de la
corriente inducido por estimulos de 100 mV y 120 mV, fue el mismo en ambas

concentraciones de Ca** interno (Fig. 14C). Esta relajacién se pudo describir con una

funcién exponencial con una constante de decaimiento t,. En el recuadro de la misma

figura se puede notar que las constantes de tiempo 1, son practicamente indistinguibles

} en ambas concentraciones de Ca?*, lo que indica que el proceso no es dependiente de

este cation.
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Figura 14. Las corrientes macroscOpicas #Slo presentan una inhibicion lenta dependiente del
potencial.

Los registros de corriente en A (parche adherido a la célula) y en B (lado interno hacia el
bafio) se obtuvieron del mismo parche. En todos los casos la [K*] en la solucién de la pipeta y
del bafio fue 110 mM y el potencial de mantencién fue O mV. A. Registros tipicos de corriente
en un parche de membrana adherido a la célula. El parche se estimuld con pulsos de 1 s, entre
10 mV a 180 mV, con incrementos de 10 mV. Se muestran las corrientes correspondientes a
los pulsos entre 110 mV y 180 mV. B. Corrientes inducidas por pulsos de voltaje de 1 s, en
un parche escindido con el lado interno hacia el bafio. Para los pulsos > 80 mV el intervalo
entre pulsos fue de 1 min con el fin de evitar la acumulacién de la inhibicién. C. Corrientes
superpuestas obtenidas a dos [Ca**] (10 pM y 37 uM) a los potenciales indicados. El recuadro
muestra la constante de tiempo del decaimiento () en funcién del potencial, para las dos
[Ca?*]. 1, se obtuvo ajustando una funcién exponencial a los trazos.
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El proceso de inhibicion descrito tiene similitudes con la inactivacién que
sufren los canales de K* dependientes del potencial y los canales de K* dependientes
de Ca** de las células cromafines de rata, K.i. Dado que la inhibicién de ASlo es
dependiente del potencial (Fig. 14B,C; ver Fig. 15C), el proceso podria corresponder
a una inactivacién de tipo N de los canales Ky (Hoshi y col. 1990) o del tipo K,,ide  ~ -
los canales K, de células cromafines (Solaro y Lingle, 1992). Sin embargo, la cinética
de la inhibicién de los canales ASlo es demasiado lenta en relacion a los procesos de
inactivacién mencionados, pareciéndose mds a la cinética de la inactivacion tipo C de
los canales Ky (Hoshi y col. 1991). La inactivacién tipo C es independiente del voltaje
en el intervalo de -25 mV a 50 mV (Hoshi y col. 1991), lo que sugiere que la
inhibici6én de ASlo es un fenémeno distinto a la inactivacién del tipo C. Por otro lado,
el decaimiento de la corriente hace recordar el bloqueo dependiente del potencial por
bario interno, de los canales de K* (Armstrong y Taylor, 1980; Eaton y Brodwick,
1980). Debido a la similitud de este bloqueo con el proceso observado con ASlo y L
tomando en cuenta que los canales K, son bloqueados por Ba’* interno en forma
dependiente del potencial (Vergara y Latorre, 1983; seccién 4.4.1, Introducci6n),
propusimos la hipétesis que el decaimiento de la corriente 4Slo se debe a un bloqueo

por Ba?* presente en el medio interno. Aunque la inhibicién se observa sin afiadir

Ba®*, la solucién del bafio tendria una concentracién efectiva de Ba** capaz de inducir

un bloqueo de la corriente a potenciales = 100 mV. Este bloqueo se manifiesta cuando
| . al escindir el parche de membrana con la cara interna hacia afuera, el Ba?*

contaminante puede interactuar con los canales 4Slo.

ey o~ en
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2.1. El Ba** interno induce un proceso de inhibicién similar a aquel observado al

escindir el parche de membrana.

Para comprobar la hip6tesis planteada, se observé el efecto inducido al afiadir
Ba** 1 puM a la solucién interna (Fig. 15A y B) y se compar6 con la inhibicién
observada al escindir la membrana en soluciones sin Ba** afiadido (Fig. 14B y 15C).
Las corrientes obtenidas en presencia de Ba** 1 pM (Fig. 15A) son cualitativamente
similares a las corrientes obtenidas en soluciones sin Ba** agregado. Sin embargo, al
afiadir Ba®* se observan las siguientes diferencias: a. En presencia de Ba®* 1 uM la
inhibicién es evidente a 80 mV, y comparable a la observada con pulsos de 100 mV en
la condicién control (sin Ba** afiadido); b. Para cualquier voltaje dado, la velocidad de
la inhibicién es mayor en presencia de Ba’®* 1 pM que cuando no se agrega este
catién. Las curvas de corriente en estado estacionario (Iz) en funcién del potencial, en
ambas condiciones se ajustaron con una distribucion de Boltzmann que describe la
activacion de la corriente, factorizada por una isoterma de Langmuir que describe la
fraccién de corriente bloqueada en funcién de la [Ba®*]:

Ig = {Gpue " (V-Eg)/[1+exp (2 F-(V-VJ/R-T)]}-
[+ [Ba™] /K, (V)] (15)

En esta expresién G,,, es la conductancia maxima, Ej es el potencial de equilibrio del
K*, z,, es el nimero equivalente de cargas de compuerta, T es la temperatura y F y R
son las constantes de Faraday y de los gases, respectivamente; [Ba’'] es la

concentracién de Ba** interno y K, (V) es la constante de disociacién para la unién de

Fws
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Figura 15. El Ba®* interno induce una inhibicién de las corrientes /Slo que es cualitativamente
similar a la inhibicién observada sin Ba** agregado.

A. Corrientes obtenidas al agregar Ba>* 1 pM a la solucién del bafio (cara intracelular de la
membrana). La magnitud de los estimulos de voltaje se indica junto a cada trazo. Se usaron las
mismas condiciones detalladas en la figura 14. B. Curva de corriente en estado estacionario en
funci6n del potencial (curvas Iee-V), para los datos mostrados en A. La corriente se midié al
final de cada pulso de voltaje. La linea continua es el ajuste de la ecuacién 15 a los datos, con
los siguientes parimetros: G,,, = 82nS,z,=17,V;=11mV, K, (0) = 1,37 mMy z§ =
2,15. C. Curva Iee-V obtenida de los datos de la figura 14B, sin Ba®* agregado. La linea
continua es el ajuste de la ecuacién 15 a los datos usando los pardmetros K, (0) (1,37 mM) y
zd (2,15) obtenidos de la figura 15B. Los pardmetros ajustados fueron: G,,, = 65 nS, 2y =
2,0, V, = -5mV, y [Ba**], el Ba** contaminante, = 144 nM.

preees -~
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Ba?*. La ecuacién 15 supone que la reaccién de unién del Ba®* es bimolecular
(Vergara y Latorre, 1983; Pérez y col. 1994) y que la constante de disociacion para la
unién del Ba?* es una funcién exponencial del voltaje segiin la ecuacion 16 (Woodhull,
1973):

K,(V)=K,0) -exp[-z-6-F-V/(R-1T)] (16)

a?*al0mV,zesla

donde K, (0) es la constante de disociacién para la unién del B
valencia del ion bloqueador y ¢ es la fraccién del total del potencial eléctrico que cae
entre la solucién del lado interno, donde se encuentra el bloqueador, y el sitio de unién
del Ba®*. Estas suposiciones se han usado en Ia descripcién de la interaccién del Ba**
con otros canales K., (Vergara y Latorre, 1983, Benham y col. 1985) y los resultados
obtenidos indican que son apropiadas para hSlo.

El ajuste de la ecuacién 15 a la curva Iee-V obtenida con Ba?* 1 uM (Fig. 15B)

dio como resultado un zé = 2.15 y una K, (0) = 1.37 mM. Al usar estos parametros
en el ajuste dc\a la curva I;-V obtenida sin Ba>* agregado (Fig. 15C), se pudo estimar
que ‘el Ba’* contaminante presente en la solucién interna, alcanza a 144 nM. El valor
concuerda con el obtenido a partir del anilisis cinético del bloqueo a distintas [Ba®*]

(ver seccion 2.2). Este resultado fue una primera indicacion que la inhibicién de la

corriente observada en un medio sin Ba** agregado se debe a un bloqueo inducido por

el Ba** contaminante.
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2.2. Propiedades del bloqueo de las corrientes hSlo inducido por el Ba** interno.

Estimacion de la concentracion de Ba** contaminante.

En la figura 15A se puede observar que a una [Ba**] constante, la relajacién de las
corrientes se puede ajustar con una funcién exponencial simple a todos los potenciales
donde se observa bloqueo. Adicionalmente, la velocidad con que las corrientes se
bloquean es directamente proporcional a la [Ba’*] (Fig.16); sin embargo la
recuperacién desde el bloqueo es independiente de la [Ba**] (Fig. 17). Estas
caracteristicas concuerdan con un modelo de interaccién del bloqueador con un solo

sitio, como el considerado en el esquema ES5:

k; - [Ba**]
abierto ==————> bloqueado (ES)

B

En este modelo, la fraccién de corriente remanente en el equilibrio, f;, la

constante de tiempo de decaimiento, z;, y la constante de tiempo de recuperacion (z;

ver ecuacién 23) estan dadas por las siguientes expresiones:

Jr =B/ - [Ba*] + p) a7
2 =1/ - [Ba"] + p) (18)
T.=1/p (19)

El modelo predice que la velocidad calculada de bloqueo, o, debe ser directamente

proporcional a la [Ba®*] libre en la soluci6n interna, de acuerdo a la relacién:

a =k, - [Ba*]. (20)

-
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Estas relaciones permiten calcular las velocidades de entrada y salida del
bloqueo a partir de la medicién de la razén de corriente remanente en estado
estacionario en relacién a la corriente mixima (f;,), y del ajuste de una funcién
exponencial a la relajacioén de la corriente (7;). Al combinar las ecuaciones 17 y 18
tenemos:

fe=8 "% (17a)
y de esta relacién se puede obtener B:

B=fp /% @1)
o se obtiene entonces sustituyendo el valor calculado de B en la ecuacion 18 y
reordenando:

a+ pf=1/1 (18a)

a=(1/1t)-p (22)

' I ' I Figura 16. Efecto del Ba** interno en la
10 L sin Ba?* afiadido_| cinética de entrada al estado bloqueado.

El Ba?* interno acelera la velocidad de
inhibicién de la corriente. Superposicién de
las corrientes inducidas por un pulso de
150 mV en parches escindidos con la cara
interna hacia el bafio, sin Ba?** afiadido
(registro superior) y en presencia de las
/Y [Ba**] indicadas. En todos los casos el
3 },LMl . | potencial de mantencion fue 0 mV y Ia
0.0 06 19 [Ca?*] fue la contaminante (10 pM). Para
’ ) ) comparar las velocidades de bloqueo, las
Tiempo (S) corrientes fueron normalizadas a su valor

maximo.

Corriente Normalizada
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Figura 17. El tiempo de recuperacioén
desde el estado bloqueado, 7, es
independiente de la [Ba**].

El parche de membrana se escindié con
la cara interna hacia el bafio y se
mantuvo a 0 mV. La corriente se
monitoreé con pulsos de prueba de 100
mV y 5 ms, a una frecuencia de 2 Hz.
Las flechas indican el inicio y el fin de
un pulso de 150 mV y 2 s, que induce
el bloqueo de las corrientes A4Slo. La
recuperacién de la corriente, medida
con el pulso de prueba, tiene un curso
temporal exponencial (linea continua).
Se muestra la recuperacién de la
corriente para tres parches distintos, sin
bario agregado (arriba), con Ba?* 1 uM
(al centro) y con Ba** 3 uM (abajo). El
esquema sobre el grafico superior
corresponde al protocolo de
estimulacidn.

Las predicciones del modelo concuerdan con los resultados obtenidos. En la figura

18A se puede observar que la velocidad de bloqueo o es una funcién lineal de la

concentracién de Ba**.

Es necesario notar que los valores de o obtenidos con

concentraciones de Ba** decrecientes tienden hacia el valor de o obtenido sin Ba?*

afladido (Fig. 18A, recuadro). Este valor de o, que segin la ecuacién 20 se espera que

sea cero, se deberia a la presencia de cantidades contaminantes del catién Ba?*. La

extrapolacion de la linea recta ajustada a los datos de la figura 18 a o = 0, indica
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Figura 18. Dependencia del Ba** de las velocidades de entrada y salida del bloqueo.

A. La velocidad de entrada al bloqueo, o, se calculd a partir de las corrientes inducidas por
pulsos de 150 mV a las [BaCl,] interno indicadas (ver Fig. 15). Se midi6 la corriente maxima
y en el estado estacionario. La relajacién de la corriente se ajusté con una exponencial simple
(ty). o se obtuvo usando las ecuaciones 21 y 22, segiin se indica en el texto. La linea recta es
el ajuste de la ecuacién 20 a los datos, con un parimetro de pendiente £, = 1,8 - 10" s* M.
En el recuadro se muestra el mismo grifico para resaltar que sin BaCl, afiadido el intercepto
enel eje Y es 1.4 s y no cero como predice la ecuacién 20. B. La constante de velocidad de
salida desde el estado bloqueado, f = (I / 7;) - @, 2 0 mV se obtuvo de experimentos del tipo
mostrado en la figura 17. La linea es el ajuste de una recta a los datos experimentales, con
una pendiente de 1,2 - 10* s' M, y un intercepto de 0,26 s'. Las barras representan la
desviaci6n estindar. El nimero de observaciones varié de 3 a 6 experimentos.

que la contaminacién de Ba®* alcanza a 70 nM. Esta observacion concuerda con la idea
que el Ba’* contaminante presente en la solucién interna (bafio) es responsable de la
inhibicién de la corriente observada cuando no se agrega Ba®*.

En la figura 18B se aprecia que la velocidad de recuperacién desde el estado

bloqueado, B, es independiente de la [Ba?*]. Dado que la recuperacién de la corriente
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se midié en presencia de Ba?* (ver Fig. 17), la relajacién de la corriente desde el
estado bloqueado, 7,, estd dada por la siguiente expresion:

7. =1/ - [Ba*] + p). (23)
donde &, - [Ba**] = a (ec. 20). Sin embargo, se debe considerar que el bloqueo es
dependiente del potencial‘ (Fig. 15B). La dependencia del potencial de las constantes
de velocidad (a(V) y B(V)) fue cuantificada de acuerdo a (Woodhull, 1973):

aV) =ay-expz-6-F-V/R-T)) (24a)
BV)=pf-expe-6”-F-V/R-T)) (24b)
donde @, y [, son las constantes de velocidad cuando V = 0 mV, ¢’ es la distancia
eléctrica desde Ia solucién interna hasta el pico de la barrera de energia que el Ba?*
debe sobrepasar para alcanzar su sitio, y §”” es la distancia entre el sitio de uni6n del
Ba’* en el poro del canal hasta el pico de la barrera ya mencionada. Asi entonces, se
cumple que la suma de las distancias 8’ y &°’ es igual a la distancia eléctrica del sitio
de Ba’* (5):
o6=06 + 98" (25)
En la figura 19A se puede observar que « depende del potencial con una tasa de
cambio de e veces cada 19,2 + 1,5 mV. Esta dependencia corresponde a un &’ = 0,66
4 0,05 e implica que a 0 mV, el voltaje en que se midi6 la recuperacién del bloqueo
(Fig. 17), el valor de o es de 3,15 - 10® s™. Este valor es entre 60 a 100 veces mas
pequeiio que P, y por lo tanto la contribucion del proceso de bloqueo (o) a la

T S R

relajacion de la corriente en el experimento de recuperacién desde el bloqueo (Fig. 17)

|
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es despreciable. Se puede considerar entonces que 3 es esencialmente independiente de
la [Ba*] en el intervalo examinado (Fig. 19B), comprob4ndose Ia suposicion hecha en
la ecuacién 19 (B = 1/ tp).

La velocidad de salida desde el estado bloqueado, B, fue medida a potenciales
iguales o menores que 0 mV para favorecer este proceso en relacion a la velocidad de
bloqueo o (Fig. 19B). Los resultados indican que la salida del Ba** desde su sitio es
solo débilmente dependiente del voltaje, con un &’’ de 0,14 + 0,02, que implica un
cambio de e veces cada 92 4+ 13 mV. De la ecuacién 25 se puede estimar que el sitio
de unién del Ba** se encuentra a una distancia eléctrica de 0,8 + 0,07 en el campo.
Tomando en cuenta el error experimental, la determinacién concuerda razonablemente
con la distancia eléctrica del sitio de Ba®* obtenida de las medidas en estado
estacionario, que indican que el sitio estd a una distancia eléctrica & = 1,03 + 0,38 (n

= 13).

2.2.1. El éter corona quelante de Ba’*, AI8C6T, inhibe el decaimiento de la

corriente observado sin Ba®* agregado.

En la figura 20A se puede apreciar un ejemplo de la inhibicién de la corriente
hSlo observada con un pulso de 140 mV. Cuando la solucién del bafio contiene 50 uM

del quelante de Ba**, A18C6T (Fig. 12, Materiales y Métodos), la inhibicién de la

corriente se remueve completamente. Las curvas de corriente en estado estacionario en

T

- e -
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Figura 19. Dependencia del potencial de las constantes de velocidad de entrada al estado
bloqueado (o) y de salida del mismo (f3).

Para facilitar la comparacion entre A y B, en ambos grificos la ordenada cubre cuatro ordenes
de magnitud y la abscisa 170 mV. En todos los casos la [Ca**] fue 10 pM en presencia de
Ba®* contaminante. A. La relajacién de las corrientes inducidas por pulsos de los voltajes
indicados fue ajustada con una exponencial simple. La constante o se calculd a partir de la
constante de tiempo de la exponencial ajustada (tp) y de la fraccidén de corriente remanente, fi,,
usando las ecuaciones 21 y 22 segiin se indica en el texto. La linea continua es el mejor ajuste
ponderado de los datos segiin el nimero de determinaciones, n (n = 13 para 100, 120 y 140
mV; n = 5 para 80 y 150 mV; n = 1 para 160 mV) con la ecuacién 24a con parimetros a(0)
= 3,15 - 10% 4 1,89 - 10° s', y & = 0,66. B. La constante de velocidad de salida del
bloqueo, 3, fue determinada como se detalla en la figura 18B, para el intervalo de potenciales
entre -150 mV y 0 mV. A 0 mV o es entre 60 a 100 veces menor que 3, y a -150 mV o es
aproximadamente 10° veces menor que B. La linea continua es el mejor ajuste ponderado de
los datos segiin el nimero de determinaciones, n(n = 13a0mV;n=4a-50mV;n=2a-
100 mV yn = 1 a-120 y -150 mV) con la ecuacién 24b con parametros $(0) = 0,25 - 0,04
s',y8’ =0,14. £ 0,02

funcién del potencial en condicién control (sin Ba®* agregado) y con 50 pM del éter

corona se observan en la figura 20B. La adicién del quelante de Ba** al lado

intracelular de la membrana reduce la inhibicidn de la corriente en todos los
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potenciales donde ésta se observa en condicion control. En la figura 20C se muestra la
relacién de conductancia normalizada en funcién del potencial, para los datos
graficados en la figura 20B. El quelante induce un leve desplazamiento hacia la
derecha de la curva de activacién (~ 13 mV). Esta observacion concuerda con el hecho
que el A18C6T es capaz de unir Ca’* (Dietrich, 1985). Por lo tanto, €l corrimiento de
la curva de activacién hacia potenciales mis positivos se debe al secuestro de Ca?* por
el quelante. La [Ca®*] libre de las soluciones usadas se midi6 con un electrodo de Ca**
encontrandose que la concentracion del catién disminuyd de 10 pM a 7 pM luego de la
adicién de A18C6T 50 puM. Usando la constante de disociacién (X)) del complejo
A18C6T-Ba** (ver més adelante), las K, de los complejos del éter corona con K* y
con Ca** que se encuentran en la literatura (Dietrich, 1985), y suponiendo una [Ba**]
contaminante de 70 nM, segiin se estimé en la figura 18A, se calculé que 50 pM de
éter corona reduce la [Ca®*] de 10 pM a 8,7 uM y la [Ba**] de 70 oM a 7 nM. Los
experimentos indican entonces que la remocién de la inhibicién de la corriente que se
observa al afiadir A18C6T 50 uM se debe a la disminucién de la [Ba**] contaminante

que estd bloqueando la conduccién de corriente.

e
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Figura 20. El quelante de Ba’*, A18C6T, remueve la inhibicién de la corriente.

A. Registros de corriente obtenidos sin Ba?* afiadido y con A18C6T 50 pM. Pulso de 140 mV
desde un potencial de mantencién de 0 mV. B. Curvas de corriente en estado estacionario en
funcién del potencial, en condicién control (sin Ba®* afiadido) y en presencia de 50 uM de
A18C6T en la solucién interna (bafio), del experimento mostrado en A. C. Grifico de
conductancia normalizada en funci6én del potencial para los datos graficados en B. Los datos
de conductancia se calcularon con: G = [/ (V - Ey), y se normalizaron por la conductancia
méxima (G,,,) obtenida del ajuste de la ecuacién 15 a los datos (linea continua). Suponiendo
una [Ba?*] contaminante de 70 nM (Fig. 18A) se obtuvieron los siguientes valores para la
curva sin Ba®* agregado: G,,, = 1518, z, = 1,35, V, =22 mV, K, (0) = 646 utM y 26 =
2,4. La curva en presencia de A18C6T 50 pM se ajust6 usando K; (0) = 646 pM y z6 = 2,4.
Los valores ajustados fueron: G,,, = 14 1S, z,, = 1,7, V; = 35 mV, y [Ba®*] = 0,27 nM. El
desplazamiento de la curva G-V se debe a una disminucién de la [Ca**] de 10 pM a 7 pM,
medida con un electrodo de Ca®*. Esta disminucién de la [Ca?*] concuerda con la calculada

" (8,7 uM) usando las constantes de disociacién de los complejos del quelante con K*, Ca?* y
Ba**,
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2.2.2. El quelante de Ba’* aumenta la duracién de los periodos activos de los

canales hSlo.

Los canales K., reconstituidos en membranas artificiales presentan estados
cerrados de larga duracién, aun cuando no se ha afiadido Ba** a la solucién interna
(Vergara y Latorre, 1983, Neyton y Miller, 1988). A nivel de canales unicos, la
adicion de éter corona (50 uM) a la solucién interna, disminuyé la frecuencia de los
estados cerrados de larga duracion, aumentado la duracién de los periodos de actividad

(Fig. 21, Diaz y col. 1996; Neyton, 1996). Estos resultados indican que el Ba**

B . 2
Sin Ba#* afadido A18C6T 20 1M Figura 21. El quelante de Ba™
: Al8C6T, decrece la frecuencia de los

estados cerrados de larga duracién.
Los canales hSlo se incorporaron a una
bicapa artificial a partir de unma
preparacion de membrana de oocitos de
Xenopus laevis, previamente
microinyectados con el mRNA de ASlo.
A. Registro de canales 4Slo obtenidos en
220 mM de KCl simétrico, a 80 mV. La
[Ca**] interno fue 50 pM, sin Ba?*
afladido. Los estados cerrados largos
pueden explicarse como perfodos de
blogueo por el Ba** contaminante, de ~ 4
s de duraci6n. B. Registro obtenido de la
misma bicapa observada en A, luego de
afladir 20 pM de A18C6T. El quelante
doblé la duracién de los periodos de
actividad, de 15 + 3 (control, sin Ba**
105 afiadido, nimero de eventos = 10) a 30 +
8 5 (20 uM de A18C6T, nimero de eventos = 6). El quelante no modificé la duracién de los
periodos bloqueados (control: 3,9 + 3 s, n = 9 eventos; 20 pM de A18C6T: 4 + 3s,n = 4
eventos). Figura tomada de Diaz y col. 1996.

P
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contaminante presente en la solucién interna es responsable de los estados cerrados de
larga duracién observados en la actividad de canales tnicos, como también de la

inhibicién de las corrientes macroscdpicas, observada a potenciales > 100 mV.

2.3. El éter corona A18C6T remueve el bloqueo inducido por Ba**.
Para confirmar adicionalmente que el éter corona A18C6T actia como quelante de
Ba?*, se hizo una curva de respuesta al éter corona, en presencia de Ba** 1 uM. Esta
concentracién de Ba** induce un bloqueo marcado de la corriente 4Slo inducida por
pulsos de 150 mV (Fig. 15). Como se espera de una atenuacioén del bloqueo por el éter
corona, al agregar concentraciones crecientes de A18C6T al bafio se produce un
aumento del tiempo de decaimiento (t) y de la fraccion de corriente remanente (Fig.
22A). En la figura 22B se grafica la velocidad de bloqueo deducida de la relajacién de
las corrientes frente al pulso de 150 mV, en funcién de la [A18C6T]. Si el efecto del
quelante es disminuir la [Ba’*] libre, se espera que concentraciones crecientes del
quelante disminuyan la velocidad del bloqueo (o). La curva se ajustdé con una isoterma
de Langmuir con un coeficiente de Hill de 1,2. Este hallazgo concuerda con una
estequiometria del complejo A18C6T-Ba** de 1:1. Tomando en cuenta la ecuacién 20,
la curva de la figura 22B se puede interpretar como una curva de titulacién del Ba**.

Asi, 1a [Ba®*] libre para cada [A18C6T] ([Ba®*],;scer) S€ Obtiene dividiendo o en

presencia del quelante (& 5 3c67) POr @ en ausencia del mismo (otp):

e
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Figura 22. El quelante de Ba**, A18C6T, decrece la velocidad de bloqueo, a.

A. Corrientes inducidas por pulsos de 150 mV con 1 pM de BaCl, (registro a) o con la misma
[Ba®*] mis A18C6T 3 uM (registro b), 10 pM (registro c) o 30 uM (registro d). La [Ca?*] fue
100 pM en todos los casos. B. Velocidad de bloqueo, o (circulos abiertos: datos
experimentales 4 D.S de 3 a 8 experimentos), obtenida con 1 pM de BaCl, interno, o con las
concentraciones de A18C6T indicadas . La linea representa el ajuste de una isoterma de
Langmuir a los datos: o = 0, / {1 + ([A18C6T] / K) ¥} con paridmetros o, = 22,9 s, K
=454 mMyN = 1,2,

[Ba** Lyscor = (@ wiscsr / &%) - [Ba*], (26)
donde [Ba’*], es la concentracién de Ba®* en ausencia del quelante (1 pM). Por lo__
tanto, a partir de la figura 22B se puede calcular la constante de disociacién del
complejo A18C6T-Ba?*. Para calcular dicha constante se debe considerar todas
aquellas interacciones relevantes del quelante con otras especies presentes en la
solucién. La constante se calculd entonces tomando en cuenta los equilibrios
simultdneos del A18C6T con el Ba?*, el K* y el Ca®* (ver apéndice I). Usando la
constante de disociacién del complejo A18C6T-K* KX = 3,3 -10° M), y la del

complejo A18C6T-Ca**, (K,©* = 10® M; Dietrich, 1985), se obtuvo una constante de

disociaci6n para el complejo A18C6T-Ba’*, K>, de 1,6 - 10"° M. Los compuestos éter

-
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corona I;ienen cavidades de diferentes didmetros en el centro del anillo poliéter. Los
miembros de la familia 18-corona-6 tienen un didmetro de la cavidad de 2,6 a 3,2 A, y
por lo tanto son capaces de unir K* (2,66 A) y Ba’* (2,68 A). Aunque la razén K& /
K2 , para el compuesto 18-corona-6 (18C6) es ~ 56, el resultado descrito previamente
indica que la razén aumenta a 2,06 - 10* para el A18C6T.

A partir de los resultados descritos en la seccidn 2, se puede descartar entonces
la existencia de un proceso de inactivacion dependiente del potencial, intrinseca de los
canales ASlo. La similitud del proceso de inhibicidn observado sin Ba?* afiadido con el
que se observa al agregar Ba®* indica que el primero es también un bloqueo de la

conduccién de ASlo inducido por el Ba**

contaminante. Mas aun, la capacidad del
quelante de Ba**, A18C6T, de remover la inhibicién observada sin Ba** afiadido como

también el bloqueo inducido por Ba** agregado, sugiere fuertemente que los dos

fenémenos resultan de un bloqueo por Ba?* interno.

3. Propiedades de la activacion de los canales hSlo expresados en oocitos de
Xenopus laevis.

Los canales K, hSlo clonados del miometrio humano (Wallner y col. 1995)
expresados en oocitos de Xenopus laevis son, como los canales nativos, activados por
la despolarizacién de la membrana o por un aumento de la [Ca**] interno (Fig. 13;
Blatz y Magleby, 1987; Latorre y col. 1989; McManus, 1991). La dependencia del

voltaje y del Ca’* de la activacién se caracterizaron estudiando las corrientes

. g e nn
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macroscépicas en macroparches de membrana. Las corrientes se activaron con pulsos
rectangulares de potencial en el intervalo de concentraciones de Ca** comprendido
entre picomolar y milimolar. Un ejemplo tipico de las corrientes observadas en estas
condiciones se muestra en la figura 23. Cuando Ia [Ca?*] es del orden picomolar (Fig.
23A) las corrientes solo pueden ser activadas por pulsos despolarizantes > a 100 mV;
esta caracteristica se traduce en que el pie de la curva de corriente en estado
estacionario (Izz) en funcién del potencial (curva I-V) se ubica a potenciales > 100
mV. Esta conducta se repite en el intervalo de [Ca®>*] comprendido entre 8 pM y ~ 100
nM (ver figura 24). Cuando el Ca** se incrementa a 1,2 uM, el pie de la curva I-V
se desplaza hacia la izquierda en el eje del voltaje y la magnitud de la corriente
mdxima obtenida aumenta (Fig. 23B). Si la [Ca**] se aumenta a 265 pM, los pulsos
hiperpolarizantes < a -50 mV, inducen corrientes instantineas que posteriormente se
relajan a un nivel estacionario menor (Fig.23C, flecha). Estas corrientes se deben al
cambio en la fuerza electromotriz del K* inducido por el pulso de potencial y a que a
esta [Ca**] hay una poblacién de canales que se encuentran abiertos al potencial de
mantencién (0 mV). Asi entonces, la relajacién de las corrientes instantineas refleja el
cierre de los canales a esos potenciales negativos.

La activacién de las corrientes hSlo se caracterizd a partir de las curvas de
conductancia en funcion del potencial (curva G-V). Estas se construyeron utilizando

las curvas I~V y la ecuacién 13 (Métodos):

G=1Iy /(V-E 13)

. mae e e
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La curva G-V se describi6 ajustando a ella una distribuciéon de Boltzmann y

normalizdndola por la conductancia maxima obtenida en el parche (Ec. 14, Métodos):

Po=G/Gpp=[l+exp(z, F-(V,-V)/R-T)]" (11)
A. 8 pM Ca? B. 1,2 uM Ca* C. 265 yM Ca?
2nA —~ Doe1ocE2 0AT
20ms

I(nA) 21 1(nA) 39
J ~
1 2 L4 ”-
. . °
n 11 Y
o | ~
L] o ¥ ] kd 4 . f
-100 4 100 200 ' e *
V(mv) -100 9 100
- - v (mv)

Figura 23. Corrientes /4Slo tipicas expresadas en oocitos de Xenopus laevis.

Familias de corrientes obtenidas en un mismo macroparche de membrana, inducidas por
pulsos de voltaje desde un potencial de mantencién de 0 mV (panel superior). Los grificos de
corriente en estado estacionario en funcidn del potencial (curvas Ig-V), se observan en la zona
inferior de la figura. La [Ca?*] libre se tamponé con EDTA (A) o HEDTA (B y C, ver
Métodos). La concentracién de K* fue de 110 mM, simétrica. Estas condiciones se repiten
todos los experimentos, a menos que se indique lo contrario. A. Corrientes obtenidas con una
[Ca**] = 8 pM. El parche se estimul6 con pulsos de potencial entre -100 y 200 mV, cada 5
-‘mV. Se muestran los registros que corresponden a los pulsos de -100, 20, 100, 120, 150, 180
y 200 mV. B. La [Ca?*] fue 1,2 pM. Se muestran las corrientes inducidas por pulsos de -100,
20, 60 y de 90 a 140 mV, cada 10 mV. Note el desplazamiento hacia la izquierda de la curva
Ige-V. C. Corrientes obtenidas en 265 uM de Ca**. Las corrientes corresponden a los pulsos
de -180, -80, -40, 0, 20, 50 y 90mV. Con esta [Ca®*], una fraccién de los canales del parche
se encuentran abiertos al potencial de mantencién El cambio en la fuerza electromotriz del K*
provocado por los pulsos de -180, -80 y -40 mV induce corrientes de entrada instantdneas y
transitorias. El pulso més negativo induce un cierre mds rdpido y un nivel estacionario de
corriente menor en relacién a los pulsos de -80 y -40 mV.
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Un ejemplo de este anilisis se puede observar en la figura 24. Las curvas se
normalizaron segilin la conductancia méxima medida en el parche, que en este
experimento se comsiguié con una [Ca**] = 256 pM. La figura muestra varias
caracteristicas de las corrientes 4Slo, entre las que se destacan: i. Los canales 4Slo son
dependientes del potencial. A una [Ca®*] fija, la despolarizacién de la membrana activa
los canales. ii. en el intervalo de [Ca’*] comprendido entre 8 pM y 439 nM la
activacion es independiente de la [Ca**]: cambios en la [Ca**] de mds de 4 6rdenes de
magnitud son incapaces de modificar la activacion de los canales. iii. Las curvas de
activacién se hacen sensibles al Ca>* cuando la [Ca**] es, en promedio, = 100 nM. A
medida que la [Ca®>*] aumenta se necesitan potenciales cada vez menores para alcanzar
un mismo nivel de probabilidad del estado abierto (P,). Esto se traduce en que el
potencial al cual se alcanza el 50% de la conductancia o probabilidad méxima, V,,, se
desplaza hacia potenciales mas negativos al aumentar la [Ca**]. iv. Es evidente de las
curvas que con potenciales despolarizantes se desarrolla un proceso de inhibicién de la
conductancia. Esta inhibicion puede provocar una subestimacién de la conductancia
méxima (G,,,) del parche y por lo tanto introducir una sobreestimacion del nimero de
cargas de compuerta (z,,) y un desplazamiento hacia potenciales hiperpolarizados del

V. (ver seccion 5.2, Métodos).
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Figura 24. Curvas de probabilidad del estado abierto (Py) normalizadas por Ia probabilidad
méaxima.
Las curvas de conductancia se obtuvieron a partir de la corriente de estado estacionario (Ig:-
V), registradas de un mismo parche. Estas se ajustaron con la distribucién de Boltzmann (Ec.
14) y se normalizaron por la conductancia mdixima del parche. En el panel principal se

muestran las curvas obtenidas con [Ca**] entre 8 pM y 256 uM, segiin se indica en el grafico.
Las ‘curvas marcadas con “8 pM a 439 nM Ca**” (O) incluyen ademds las siguientes [Ca®*]:

363 pM, 53 nM, 86 nM y 187 nM. En el recuadro se graficaron las curvas de conductancia

normalizada para las [Ca**] de 0,8 mM y 2,9 mM. Como se aprecia del ajuste, la
conductancia obtenida con estas dos [Ca?*] fue menor que la observada con 256 uM de Ca®*.

Los pardmetros de ajuste para este experimento se enumeran como V,, (mV) y z,, paracada -~ =~
[Ca**]: 285, 0,6 (8 pM); 299, 0,6 (363 pM); 299, 0,7 (56 nM); 267, 0,8 (86 nM); 330, 0,5

(187 nM); 302, 0,6 (439 nM); 131, 1,4 (1,2 uM); 104, 1,1 (3,7 uM); 58, 1,0 (11,3 uM); 26,

1,0 (31,4 uM); 12, 0,8 (103 uM); -22, 0,9 (256 uM); -35, 0,9 (0,8 mM); y -56 y 0,9 (2,9

mM).

La naturaleza de esta inhibicion es desconocida. Cuando la [Ca®*] es alta
(>256 pM) la inhibicién podria deberse a un bloqueo rdpido de la corriente por Ca**
(Vergara y Latorre, 1983, Oberhauser y col. 1988; Cox y col. 1997a). Con

concentraciones de Ca** menores que esta (ver Fig. 23B, panel inferior), la inhibicién

se deberia a que se alcanza un limite en la velocidad con que los iones K* pueden

PR — e
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entrar y pasar a través de los canales abiertos (Cox y col. 1997a). Esta saturacién se
observa a potenciales > 100 mV o < -100 mV™.

La dependencia del Ca** de la activacién, se puede visualizar mds ficilmente
graficando la relacién entre el potencial en que se alcanza el 50% de la G,,,, (V) y el
logaritmo de la [Ca**] (Fig. 25; Meera y col. 1996). En la figura se pueden distinguir
claramente dos intervalos de [Ca®*] en los que el V,,, se comporta diferencialmente.
Para [Ca®'] mayores que 100 nM, se observa que el V,, decrece a medida que la
[Ca’*] aumenta; este resultado corresponde al corrimiento hacia la izquierda de las
curvas G-V con [Ca**] crecientes (Fig. 24). El corrimiento del V,, representa un
cambio en la energia libre que determina el equilibrio entre las conformaciones
cerradas y abiertas del canal. Asi entonces, la unién de Ca** desplaza el equilibrio
hacia la conformacién conductora del canal. Por otro lado, cuando la concentracién de
Ca’* es menor que ~100 nM, el V,,, se hace independiente de la [Ca**] (Meera y col.

1996). Como con estas [Ca?*] se alcanza una conductancia baja (<20% del m4ximo),

! Estos dos fenémenos podrian llevar a una subestimacién de la conductancia maxima. Con el
fin de estimar este posible error, las curvas de conductancia se determinaron a partir de las
corrientes de cola instantineas. La corriente observada al potencial de cola (VgL es
proporcional al nimero de canales que se encuentran abiertos al final del estimulo de prueba;
la curva de corriente de cola en funcién del potencial (curva Ggopa-V) es proporcional a la
curva de conductancia normalizada. El bloqueo por Ca’* es ripido y dependiente del
potencial, favoreciéndose con potenciales positivos. Por lo tanto, si la curva de conductancia
se determina a partir de las corrientes de cola registradas a un potencial negativo (Vs = -70
mV), el bloqueo no afecta la determinacién de la conductancia méxima (Cox y col. 1997a).
Dado que a este potencial tampoco se alcanza la velocidad limite con que el K* es capaz de
permear el canal, este fendmeno tampoco afecta la determinacién de la G,, (Cox y col,
1997a). Las curvas Ggoa-V sugieren que los valores de G, obtenidos desde las curvas Ige-V
son correctos, pues en el intervalo de voltajes y [Ca®*] en que se determiné la G,,, en estas
curvas, también se alcanza la G,,, en la curvas Geg4-V.

A
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Figura 25. Dependencia del
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la determinacion del parametro V,,,2 a partir del ajuste de las curvas G-V estd sujeto a
error. Sin embargo, cuando los canales ASlo se sobreexpresan en los oocitos de
Xenopus, se puede obtener una evidencia adicional que refuerza el resultado recién
descrito. En la figura 26A se pueden observar familias de corrientes obtenidas con 8
pM y 86 nM de Ca** en un mismo parche. Las curvas I -V para ambas [Ca**]
muestran que las corrientes se superponen en todo el intervalo de potenciales
probados, sin ningin indicio de un corrimiento en el eje del potencial para un cambio
de més de 10.000 veces en la [Ca?*].

Este resultado permite rechazar directamente el modelo de “activacioén idnica”
(Fig. 5, Introduccion), pues dicho modelo predice una relacién lineal entre el V,, y el
logaritmo de la [Ca’*], para cualquier intervalo de concentraciones (Wong y col.
1982). Asi entonces, la dependencia del potencial de la activacién no puede ser una

consecuencia de la unién de Ca?* a un sitio que siente el campo eléctrico o que es

modulado por él. Como las corrientes son capaces de activarse con estimulos de
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Figura 26. Las corrientes 4Slo son independientes del Ca?* cuando la [Ca?*] es menor que
100 nM.

A. Los oocitos de Xenopus se inyectaron con 50 nl de RNA 0,7 pg/ul de 4Slo silvestre,
clonado el vector de alta expresién M3 (Wallner y col. 1996). Las corrientes se registraron del
mismo parche una semana después de la inyeccién. El potencial de mantencion fue 0 mV. En
ambas condiciones las corrientes mostradas corresponden a los estimulos de -50, 0, y 50 mV,
y de 100 a 190 mV cada 10 mV. Debido a la resistencia en serie (seccion 4.5 Métodos), las
corrientes = 5 nA introducen un error = 5% en el potencial de membrana (V). Sin embargo,
dado que los registros se utilizaron s6lo para observar diferencias en la magnitud de la
corriente, el error introducido en V,, es irrelevante. B. Curvas de corriente en estado
estacionario en funcién del potencial (Igs-V) para las corrientes mostradas en A. Note que un
aumento de 10.000 veces en la [Ca®**] no cambia el potencial en que se activan las corrientes.

potencial en forma independiente de la [Ca**], los canales deben poseer un sensor de
potencial intrinseco. Tomando en cuenta que el sensor putativo debe ser cargado y
encontrarse en el campo eléctrico transmembranal, los segmentos transmembranales
que poseen aminodcidos cargados son candidatos para cumplir esta funcién. En el
canal ASlo los segmentos S2, S3 y S4 cumplen con estos requisitos.

La dependencia del potencial de ASlo se estimé a partir del ajuste de una
distribucién de Boltzmann (ecuacion 14) a las curvas de conductancia normalizada

(curvas P,-V). De este ajuste se obtiene un niimero aparente de cargas de compuerta

(z.,) que corresponde al nimero de cargas de compuerta cuyo movimiento en la

e e
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totalidad del campo eléctrico transmembranal estd asociado al proceso de activacion de
hSlo.

Para hSlo silvestre (WT) se obtuvo un valor de 1,43 + 0,36 (promedio +
D.S.; n = 31). Cuando el niimero de cargas por canal se midi6 a partir de la corriente
méxima de compuerta (Q) y del mimero de canales (N) estimado con anélisis de ruido
(Q/N) se obtuvo un valor de 4 a 5 cargas por canal (Stefani y col. 1997). Estos valores
se contrastan con la aguda dependencia del potencial del canal de K* dependiente del
potencial, Shaker, donde se determind que hay 13 cargas cuyo movimiento estd

acoplado al proceso de activacion (Aggarwal y MacKinnon, 1996; Seoh y col. 1996).

3.1. Mutaciones puntuales del segmento S4.

Con el objetivo de probar el papel que el segmento transmembranal S4 tiene en
la dependencia del potencial de hSlo, se realizaron mutaciones especificas de los
residuos de este dominio. Los aminodcidos a mutar se eligieron de acuerdo a un
alineamiento de la secuencia ASlo con la de canales de K*, Na* y Ca?* dependientes del
potencial. La porcion del alineamiento correspondiente al segmento S4 de ASlo con el del
canal Shaker se muestra en en la figura 27; (el alineamiento de los segmentos S2, S3 y
S4 de estos dos canales junto a los segmentos correspondientes de otros canales de K™,
Na* y Ca** dependientes del potencial se puede observar en la Fig. 2 de 1a Introduccion;
Wallner y col. 1996). El alineamiento 2 (Fig. 27) predice que el segmento S4 de 4Slo

posee tres residuos positivos: las argininas 207, 210 y 213. Estos residuos fueron
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mutados por aminodcidos neutros (glutamina (Q), asparragina (N)) o negativos
(glutdmico (E)). Estas mutaciones corresponden a: R207Q%, R207E, R210Q, R210N y
R213Q. Los residuos hidréfobos (leucina 204), polares (glutamina 216) o negativos
(glutamato 219) del segmento S4 de ASlo, pero que en Shaker son aminodcidos cargados
positivamente, fueron mutados por residuos positivos, polares o neutros. Las mutaciones
realizadas en estas posiciones son las siguientes: 1.204R, L204H, Q216R, E219Q y

E219K. La figura 27 indica ademas que segin el alineamiento 1 la arginina 201 podria

Shaker L V I

hSlo N _ I g

Alineamiento 1 @%@i”%ﬂ" L7 GLRGHF LIRGAA LIRERIL T Q7° F S 1 LO™F L]
Q

Alineamiento 2

RH QE QN Q R QK

Figura 27. Alineamiento del segmento S4 de ASlo y del canal de K* dependiente del
potencial, Shaker.

El alineamiento 1 se obtuvo de un alineamiento de miiltiples secuencias con otros canales de
K™ dependientes de potencial (Wallner y col. 1996). En este alineamiento el residuo arginina
201 de ASlo queda incluido en el segmento S4, en posicion equivalente a la arginina 362 de
Shaker. El alineamiento 2 se obtuvo de un alineamiento de multiples secuencias con canales de
K*, Na* y Ca’* dependientes de potencial usando los 400 amino4cidos del extremo amino de
hSlo (Wallner y col. 1996). Cajas grises: residuos cargados positivamente, conservados. Se
resaltan ademads los residuos polares (elipse) negativos (elipse gris) e hidréfobos (caja negra)
de hSlo que en Shaker son cargados positivamente. Las flechas indican las mutaciones
estudiadas.

2 Las mutacjones se indican con una primera letra correspondiente al residuo presente en el
canal silvestre, seguida de la posicién del residuo, y una dltima letra que indica el aminoécido
introducido. Los aminoé4cidos se abrevian con el cddigo de una letra: arginina: R, leucina: L,
glutamina: Q, glutamato: E, histidina: H, asparragina: N, lisina: K.
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formar parte del segmento S4. Este aminoacido fue mutado a glutamina (R201Q).

3.2. Efectos de las mutaciones del segmento S4: desplazamiento de las curvas de

activacion en el eje del potencial.

En las figuras 28 y 29 se pueden observar ejemplos tipicos de registros de
corrientes macroscopicas de los mutantes de la regién S4. La primera figura agrupa a
aquellos mutantes que tienen un efecto dramético en las curvas de activacién de hASlo.
Cuando la [Ca**] es 5,7 uM (Fig. 28A), las corrientes ASlo silvestre (WT) se activan ‘
solamente con potenciales despolarizantes, mayores que 0 mV (ver Fig. 30A). Esta
caracteristica se altera completamente cuando la arginina 207 (R207) se muta por
gluéamina (Q, un aminodcido neutro) o glutamato (E, un residuo cargado
negativamente). Para los mutantes R207Q y R207E los estimulos hiperpolarizantes
inducen corrientes de entrada instantineas que se relajan a un nuevo estado
estacionario dependiendo del potencial. Las corrientes instantineas se deben a que en
estas condiciones cerca del 100% de los canales mutantes se encuentran activos al
potencial de mantencién (0 mV; ver Fig. 30A). La relajacion de la corriente es mads
rdpida y la corriente estacionaria es menor a medida que el potencial de prueba es mds
hiperpolarizante (Fig. 28A).

Si las argininas 210 y 213 son sustituidas por glutamina (R210Q, R213Q) los
canales resultantes se activan solamente con potenciales positivos altos. En la figura
28B se observa que, a diferencia de 4Slo WT, las corrientes de los canales R210Q y

R213Q se hacen apreciables con potenciales mayores que 50 mV. Cuando la [Ca®>*] es
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Figura 28. Registros de corrientes de los mutantes del segmento S4 que afectan la activacién
de hSlo.

Familias de corrientes macroscépicas obtenidas de sellos escindidos, en K*¥ 110 mM,
simétrico. El potencial de mantenci6én fue 0 mV. A. Corrientes de 4Slo silvestre (WT) y de los
mutantes R207Q y R207E. La [Ca?*] del bafio (cara intracelular de la membrana) fue 5,7 pM.
Para hSlo WT se muestran las corrientes inducidas por estimulos de -100 mV, -50 mV y de 0
a 100 mV, cada 20 mV. Sélo los potenciales mayores que 0 mV son capaces de activar las
corrientes WT. Para R207Q se muestran las corrientes inducidas por pulsos de -200 mV, -150
mV, -50 mV y de 0 a 60 mV, cada 20 mV. Para R207E se muestran corrientes obtenidas con
los mismos estimulos méds un trazo de corriente adicional obtenido a -250 mV. Note que la
estimulacion estos mutantes con voltajes negativos induce corrientes de entrada. Los asteriscos
indican las corrientes inducidas por el pulso de -200 mV (R207Q) y -250 mV (R207E). B.
Corrientes de ASlo silvestre (WT) y de los mutantes R210Q y R213Q. 103 pM de Ca®* en el
bafio. Para ASlo WT se muestran las corrientes inducidas por estimulos de -140 mV, -80 mV,
-50 mV y de 0 a 60 mV, cada 20 mV. En esta condicién, los canales 4Slo WT son capaces de
activarse con a potenciales negativos. Para R210Q y R213Q se muestran corrientes inducidas
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por potenciales de -100 " a -25 mV cada 25 mV y de 0 a 100 mV cada 20 mV. A diferencia de
hSlo WT, estos mutantes solo se activan con potenciales despolarizantes extremos. C.
Corrientes de /Slo WT y del mutante R210N obtenidas con 1,2 pM de Ca®* en el bajio. Los
registros se obtuvieron con estimulos de -100 mV y de 0 a 100 mV cada 20 mV para WT y
con estimulos de -180 mV, -50 mV y de 0 a 100 mV cada 20 mV para R210N.

103 pM, el potencial en que se alcanza el 50% de la activacién méxima, V,p, para
estos mutantes es ~ 100 mV mientras que para ASlo WT es ~ -50 mV (Fig. 30B, Tabla
2). Es interesante comparar el efecto inducido por las mutaciones R210Q y R213Q con
el inducido por la sustitucion de la arginina 210 con el amino4cido neutro asparragina
(R210N). A diferencia de R210Q,. Ia mutacién R210N tiene como resultado canales
que pueden ser activados con potenciales comparables a los necesarios para activar a
hSlo WT (Fig. 28C, [Ca’*] = 1,2 pM). En la figura se puede observar ademds que a
esta [Ca**] la activaci6n de los canales R213Q es practicamente nula (Fig. 30C, Tabla
2).

Las mutaciones que tuvieron efectos menores en la posicién de las curvas de
activacion se pueden observar en la figura 29 y 31. La posicién en el eje del voltaje de
las curvas de activacién de los mutantes L204H, Q216R, E219Q y E219K es
practicamente indistinguible de la de ASlo WT (ver Fig. 33). En el caso de las
mutaciones R201Q y L204R las curvas de activacién estdn desplazadas hacia
potenciales despolarizantes (Fig. 31A y B, Tabla 2, ver Fig. 33), pero el efecto es de

menor magnitud que el observado para los mutantes descritos en la figura 30.

- wrnen
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Figura 29. Registros de corriente de los mutantes del segmento S4 que inducen efectos
menores en la activacién de ASlo.

Familias de corrientes macroscopicas obtenidas de sellos escindidos, en K* 110 mM,
simétrico. El potencial de mantencién fue 0 mV. A. Corrientes de ASlo silvestre (WT) y de los
mutantes R201Q y Q216R obtenidas con una [Ca’**] en el bafio (cara intracelular de la
membrana) de 103 pM. En los tres casos se muestran las corrientes inducidas por pulsos de
voltaje desde -150 a 0 mV cada 50 mV, y de 20 a 80 mV, cada 20 mV. B. Corrientes de ASlo
silvestre (WT) y de los mutantes L204H y L204R. La concentracién de Ca** en el bafio fue
50,5 pM. En los tres casos se muestran las corrientes inducidas por pulsos de voltaje de -150
mV, -100 mV, -30 mV, y de 0 a 80 mV, cada 20 mV. C. Corrientes de ASlo silvestre (WT) y
de los mutantes E219Q y E219K. La concentracién de Ca?* en el bafio fue 360 pM. En los
tres casos se muestran las corrientes inducidas por pulsos de voltaje de desde -150 a 0 mV
cada 50 mV, y de 20 a 80 mV, cada 20 mV (excepto para E219K donde se muestran los.
trazos de corriente obtenidos por pulsos de hasta 60 mV).

- e W

—
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Figura 30. Curvas de probabilidad normalizada del estado abierto (Py) en funcién del
potencial para hSlo silvestre y mutantes del segmento S4.

Curvas de P, en funci6én del potencial (curvas P,-V) obtenidas de los datos mostrados en la
figura 28. Los valores se calcularon a partir de los datos de corriente en estado estacionario,
usando la ecuacién 13: G = Iz / (V - Eg). Las lineas continuas son el ajuste de una
distribucién de Boltzmann a los datos (ecuacion 14). A. Curvas Py-V obtenidas en presencia
de 5,7 pM Ca®*, para hSlo silvestre (WT) y los mutantes R207Q y R207E. Los parimetros de
ajuste, Yy, y z fueron respectivamente: WT: 16 mV, 1,6; R207Q: -139 mV, 0,83; R207E: -
161 mV, 0,88. B. Curvas Py-V para hSlo WT y los mutantes R210Q y R213Q obtenidas con
103 pM Ca**. Los valores de V|, y z,, fueron respectivamente: WT: -59 mV, 1,9; R210Q:
96 mV, 0,6; R213Q: 98 mV, 0,7. C. Curvas P,-V para 4Slo WT y los mutantes R210N y
R213Q obtepidas en presencia de 1,2 pM Ca®*. Los valores de V,, y z, fueron
respectivamente: WT: 65 mV, 1,56; R210N: 63 mV, 0,65; R213Q: no ajustado.

3.3. Efectos de las mutaciones del segmento S4: modificaciéon del niimero de

cargas de compuerta.

Actualmente se pueden encontrar numerosas evidencias que indican que el

sensor de voltaje de los canales de Na*, Ca** y K* dependientes del potencial estd

formado en parte por el segmento transmembranal S4 (Sthiimer y col. 1989; Papazian
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Figura 31. Curvas de probabilidad normalizada del estado abierto en funcién del potencial
(curvas Py-V) para hSlo silvestre y mutantes del segmento S4.

Curvas P,-V obtenidas de los datos mostrados en la figura 29. Los datos y el ajuste se
obtuvieron segiin se detalla en la figura 30. A. Curvas P,-V obtenidas en presencia de 103
UM Ca?*, para hSlo silvestre (WT) y los mutantes R201Q y Q216R. Los pardmetros de ajuste,
Vi ¥ z fueron respectivamente: WT: -31 mV, 1,6; R201Q: 22.mV, 1,18; Q216R: -51,8
mV, 1,26. B. Curvas Py-V para ASlo WT y los mutantes 1.204H y 1.204R obtenidas con 50,5
uM de Ca**. Los valores de V,, y z,, fueron respectivamente: WT: -2 mV, 1,49; L204H: -36
mV, 0,91; L204R: -32 mV, 1,28. C. Curvas P,-V para ASlo WT y los mutantes E219Q y
E219K obtenidas en presencia de 360 pM Ca®>*. Los valores de V, y z,, fueron
respectivamente: WT: -22,3 mV, 1,4; E219Q: -19 mV, 1,61; E219K: -20 mV, 1,78.

y col. 19é1; Yang y Horn, 1995; Garcia y col. 1996; Larsson y col. 1996; Seoh y col.
1996). Si esta hipdtesis es cierta se puede esperar que una reduccién del nimero de
residuos cargados del segmento S4 de ASlo tendrd como resultado una disminucién del
nimero de cargas de compuerta. Cinco mutaciones del segmento S4 de ASlo no
alteraron la pendiente de las curvas Po-V (Tabla 1): L204H, L204R, Q216R E219Q y
E219K. Adicionalmente, la neutralizacién de la arginina 201, localizada en el lazo que

une los segmentos transmembranales S3 y S4 (Fig. 27, alineamiento 2; Wallner y col.

1996) tampoco afecté la pendiente de estas curvas (Tabla 1). Sin embargo, las
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mutaciones R207Q, R207E, R210Q, R210N y R213Q produjeron una disminucién de
la pendiente de las curvas Py-V de 49%, 50%, 51%, 65%, y 59%, respectivamente
(Tabla 1). Estos resultados apoyan la hipétesis de que los aminodcidos bésicos del
segmento S4 son parte del sensor de potencial en ASlo. Un método alternativo usado
para calcular e] ndmero de cargas de compuerta es el “método de la pendiente limite”
(MPL) (Almers, 1978). Los datos de P, se grafican con la ordenada en forma
logaritmica, en funci6n del potencial (V), y la ecuacién 27 se ajusta a los valores de P,
en el intervalo de 0,001 a 0,01 (Apéndice II):

Po=A-exp[zlim-F-V/R-T)J @27
donde 4 es una constante y z,/im es el nimero de cargas de compuerta. Los resultados
obtenidos al aplicar el método a AhSlo silvestre y los mutantes del segmento S4 se
detallan en la tercera columna de la Tabla 1. En general, el ntmero de cargas de
c;ompuerta obtenido con el MPL (z,Jim) fue mayor que el obtenido con la distribucién
de Boltzmann (z,;). Es necesario recalcar el caso de las mutaciones R207Q y R207E,
donde se encontraron las mayores diferencias. Para estos mutantes, z,[/im no fue
significativamente distinto del valor obtenido para hSlo WT. Asi entonces, al usar el
MPL se estableci6 que sélo Ia neutralizacién de las argininas 210 y 213 fue capaz de
reducir significativamente el mimero de cargas de compuerta cuyo movimiento esti
acoplado a la apertura del canal (Tabla 1, P < 0,005). En el caso del mutante Q216R

el valor de z,, fue similar al obtenido con el MPL. Sin embargo para este mutante

Z,,im fue significativamente menor que para hSlo WT (Tabla 1).




T
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Tabla 1. Numero de cargas de compuerta de hSlo silvestre y de los

mutantes del segmento S4

Canal Zeg" z. Jim’
Silvestre 143+036 (31) 1.56 £ 0.21 (13)
R201Q 1.32£0.16 (25 -
L204H 1.16£0.54  (25) -
L204R 1.58+0.28 (19) -
R207Q 0.73 £0.18* (45) 1.38+0.24 (19
R207E 0.72 £0.15* (19) 1.35+0.27  (27)
R210Q 0.70+0.16*  (6) 1.01+0.29%  (6)
R210N 0.50+0.16* (7) 0.77+0.18* (9
R213Q 0.58 £ 0.08* (19) 0.85 +£0.17* (16)
Q216R 1.13+£0.25 ) 1.25 +£0.23* (8)
E219Q 1.26+0.19 (12) 1.56 £0.19 (12)
E219K 1.51+£0.32 (13) 1.42+0.27 (10)
R207Q- 0.51 £ 0.06* (20) 0.80 £ 0.17* (17
R2130Q

* Valores obtenidos del ajuste de una distribucién de Boltzmann (ecuacién 14) a las curvas de
probabilidad del estado abierto en funcién del potencial. ® Valores obtenidos con el método de la
pendiente limite, MPL (ecuacién 27). Los asteriscos (*) indican los valores significativamente

distintos al silvestre, con un nivel de significacién de 0,5% (P < 0,005).

108
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Tabla 2. Valores de V,,, a las [Ca**] indicadas, para ASlo silvestre y los mutantes del

segmento S4

Canal V,, @v)® V,, @V)® V,, mV)®
(1.7 pM Ca?*) (10 M Ca**) (103 pM Ca?*)

Silvestre 86+ 17  (36) 12+18 (24 -18+33 (@
R201Q 68 + 26* (10)

| 1204H 11+ 56 (10)
L204R 2+ 5 @)
R207Q 104+ 18 (3)
R207E 178+ 17 (9)
R210Q 100 + 38%  (3)
R210N 54 £29  (5) .
R213Q 114 + 13* (@)
Q216R 124+ 41 ()
E219Q 88+23  (3)
E219K 75 £10 (1)
R207Q- 141 +12¢ (@)
R213Q

" Valores obtenidos del ajuste de una distribucién de Boltzmann (ecuacién 14) a las curvas de
probabilidad del estado abierto en funcién del potencial. Los asteriscos (*) indican los valores
significativamente distintos al silvestre, con un nivel de significacién de 0,5% (P < 0,005).

3.4. Interpretacion cuantitativa de los resultados sobre la base de un modelo
simple.
Los resultados obtenidos con ASlo WT y con los diferentes mutantes estudiados

pueden ser interpretados con un modelo de seis estados:
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KA - KB
C + Ca¥'&——= C-Ca’* + Ca*'g———= C~(Ca*"),

Kw K'w) ' K”w)
K’y K’g
0 + Ca¥*&———= 0-Ca** + CaT———= 0-(Ca**), (E6)
En este modelo el estado cerrado (C) o el estado abierto (O) del canal pueden unir
hasta dos iones Ca®* para generar canales cerrados o abiertos con un ion Ca’* unido "
(C-Ca?* y O-Ca**, respectivamente), o con dos iones Ca?* unidos (C-(Ca®*), y O-
(Ca?*),, respectivamente). Este esquema es una versién simplificada del modelo de
activacion para los canales K, propuesto por Cox y col. (1997b). Los autores usaron
una version dependiente del potencial del modelo de Monod, Wyman y Changeux para
proteinas alostéricas. En ella se considera que el canal K. es una proteina
homotetramérica con un sitio de unién a Ca?* en cada subunidad. El equilibrio entre
las dos conformaciones en que el canal puede existir (cerrado (C) o abierto (0O)), con o
sin Ca®* unido, depende del potencial. Por esta razén, en ausencia de Ca?* el canal
puede abrirse en respuesta al potencial; en esta condicién el equilibrio puede
describirse por la siguiente expresion:
Ky=0/C=expl[- (4G, -z - U)] (28)
donde 4G,” = AG,/ (R - T) es la diferencia de energia libre entre el estado abierto (O)
y el estado cerrado (C) en ausencia de potencial transmembranal y en unidades de (R - -

T); z es el mimero de cargas de compuerta cuyo movimiento en el campo eléctrico estd

asociado a la activacion del canal, U = F - V/ (R - T), es el potencial reducido, en que

]
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F , Ry T son la constante de Faraday, la constante de los gases y la temperatura
absoluta respectivamente, y V el potencial de membrana.

La uni6n de un jon Ca?* facilita Ia apertura del canal reduciendo la diferencia
de energia libre entre el estado cerrado y abierto. Asi entonces, cuando el canal ha
unido un ion Ca®*, el equilibrio entre C-Ca** y O-Ca?* queda definido por:

K’qy = 0-Ca®** / C-Ca** = exp {- [(AG,” - A) - 7 - Uy} (29)
donde A (>0) es la reduccién de Ia diferencia de energia libre entre el cerrado y el
abierto, inducida por la unién de Ca®*.

La unién de Ca** al estado cerrado se puede describir con la siguiente
expresion:

K, = C-Ca®™ / C = [Ca®*] K, (30)
donde K}, es la constante de disociacién del Ca* del canal en el estado cerrado.
Como condicién del principio de reversibilidad microscpica, debe cumplirse la
siguiente relacion:

Ky Ky=K, K, (31
Como consecuencia, la constante K’ a queda definida por las otras tres y equivale a:
K’y =K, -K'g /K (31a)
Ky ={[Ca"] / Kpy } - exp (4) = [Ca*] [ Ky, - exp (-A)] (32)
La ecuacion (32) significa que la constante de disociacién del Ca** al canal abierto es
menor en un factor igual a exp (-A) a la constante de disociacién del Ca®>* al canal
cérrado; en otras palabras, la mayor afinidad del Ca?* por el estado abierto estabiliza

al canal en esta conformacién.
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La unién de un segundo ion Ca’* al canal reduce adicionalmente la diferencia
de energia libre entre C y O, estabilizando aun més a este dltimo estado. Es asi que
cuando el canal ha unido dos iones Ca’** el equilibrio entre el estado abierto y el
cerrado queda definido por:

Ky, = 0-(Ca**),/ C-(Ca**), = exp {- [(AG," -A-B)-z- U}  (33)

En este caso, B es la reduccién adicional del 4G, aportada por la unién del
segundo ion Ca?*. La uni6n del segundo ion Ca** al estado cerrado se describe con la
ecuacion (34):

K, = C-(Ca**), / C-Ca** = [Ca**] /Ky (34)
donde K, es la constante de disociacién del Ca®* al segundo sitio del canal, en el
estado cerrado. Por un razonamiento andlogo al discutido anteriormente, la constante
K’; queda definida como:

K’y = {[Ca**] / Kpy } - exp (B) = [Ca®] / [Kpy - exp (-B)] (35)
significando que la constante de disociacién del Ca** al sitio B del canal abierto es
menor en un factor igual a exp (-B) a la constante de disociacién del segundo ion Ca**
al canal cerrado.

La probabilidad del estado abierto, P, , para el modelo estd dada por:

1

Py = (36)
1+ [1+K, (1 +K)] - K"

[+ K, (1 + K] -

Si-definimos:
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M= [1+K,-I1+KJ]/[I+K’, (1 +K’)] (36a)
la ecuacion (36) se puede reescribir como:
Po=1/(+M-Ky") (36b)
Podemos ver entonces que la dependencia del Ca’* de la P, queda contenida en el
término M, mientras que la constante K," contiene la dependencia del potencial,

determinando la pendiente de la curva P,-V.

3.4.1. Caracteristicas del modelo de activacién: casos particulares.

Las caracteristicas bdsicas del modelo se pueden observar en la figura 32. Las
curvas Po-V tienen una forma sigmoidea, cuya pendiente est4 determinada por z (Fig.
32A). L‘:d posicién de las curvas en el eje de potencial depende del término M
(ecuaciones 36 y 36b), es decir de las constantes K,, K’,, K5 v K’s. Cuando la [Ca®*]
tiende a 0, K,, K’;, Ky y K’ tienden a 0 (ecuaciones 30, 32, 34 y 35). En este caso la
expresion para la P, se reduce a:

Py=1/(1+Ky")=1/[1+ exp (4G, -7 - U)] 37
Asi entonces, la posicién de las curvas en el eje de potencial queda determinada
solamente por 4G,’. (Fig. 32B y D). Cuando la [Ca**] aumenta haciéndose apreciable
respecto de las constantes de disociécién, las curvas se desplazan hacia la izquierda en
el eje de potencial (Fig. 32B); este desplazamiento se satura cuando la [Ca** ] > >K,,

* K5, pues en esta condicién el término M (ecuaciones 36a y 36b) tiende a exp /-

(A+B)] y la expresi6n para la P, se reduce a:
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P,=1/{1+ exp [(4G,’-A-B) -z - UJ} 38) -
La expresion de los datos en términos del potencial al cual se alcanza el 50% de
la con\ductancia mixima (V) en funcién del logaritmo de la [Ca®*] (curva V,,-
[Ca’*]), permite discernir grificamente cuales son los pardmetros que se modifican
cuando se hace una manipulacién del canal. Cuando lal conductancia es un 50% de la
Gy Po=0,5), Vesigual aV,,, ylaecuacién 36 se reduce a:

{1+ K, (1 +KJ)]/[1+ K’y -(1 + K*)J} - Kpy! =1 (39)

M- Ky, =1 (39a)

donde Ky' =exp 4Gy -z - Uy y Uy, =F -V, / R - T). Al tomar el logaritmo

natural, tenemos:
InM) + 4Gy’ -z-F-V,/R-T) =0 40
y reordenando:
Vie=[R-1T)/ @ F)] - {A4G’;, + In (M)} (41)
Escribiendo explicitamente M, la expresion de V,, se expande a:
Vie=I[R-1)/ & F)]-
{AG’y + In {[1 + [Ca**] /K, + [Ca**F | Kps - Kpp)l /
[1+ [Ca™] - exp(4) / Ky, + [Ca®*F - exp(A + B)/ (Kp, - Kpp)I}} (41a)
En la figura 32 (C-F) se puede observar el comportamiento de la curva V,, -
[Ca®*] cuando se modifican los parimetros z, 4, K;,, 0 4G, Cuando se reduce el

ntimero de cargas de compuerta, z, la pendiente de la curva V,, -[Ca**] aumenta en el

intervalo de [Ca’*] donde el V,, depende del Ca’*, y el valor de V,, crece para
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concentraciones de Ca** tendientes a 0, o decrece si la [Ca**] >> K, - K, (Fig. '
32C). Una disminucién en la diferencia de energia libre entre los estados cerrados y

abiertos (AG,) produce un desplazamiento de la curva V,, -[Ca’*] hacia potenciales

hiperpolarizados, en todo el intervalo de [Ca®*] (Fig. 32D). Por otro lado, un aumento

del pardmetro A, produce un incremento del desplazamiento del V,, con el Ca’**,

alcanzando a [Ca®*] altas un valor de V,,. Un efecto andlogo se obtiene al modificar el

pardmetro B (no mostrado). Por 1ltimo, cuando la K, disminuye, la curva se desplaza

en el eje del Ca®>* hacia [Ca**] menores. Para una misma magnitud de cambio en Kp,,

se obtiene un desplazamiento equivalente de la curva. Estos desplazamientos son

aditivos (no mostrado).

La ecuacién 41 permite visualizar en una sola representacion grafica, las curvas
de; V,,, en funcién de la [Ca®*], los pardmetros que son modificados por las diferentes
mutaciones, en términos de la unién de Ca** (K, - K,p), la energética del canal (AG,), y
la dependencia del voltaje (z). Las curvas de V,, en funcién de la [Ca®*] para los canales
mutantes del segmento S4 se comparan con la curva de ASio WT en la figura 33. Un
resultado comun para los distintos mutantes es el descrito para ASlo WT en la figura
25: el V,,, depende de la [Ca**] cuando ésta es mayor que ~ 100 nM. Bajo este nivel
de Ca**, cambios en la concentracién del catién son incapaces de modificar el V,,, de
los canales mutados en el segmento S4 (Fig. 33).

Los datos de V,, en funcién de la [Ca’*] para hSlo WT pudieron ser

razonablemente ajustados con la ecuacién 41, indicando que nuestro modelo simple en




. Resultados 116
A
—z=15
z=05
C

-300

10" 10 40+ 10+ 104 102 1.

-200 T T
101 10® 104

10+

10+ 102 11

[Caj (M) [Ca] (M)
E 300 300 + —Ky, =102

200 1 200 ¢

S 100 S 100

3 100 E 100 4

Ed o

= 09 s 0]
-100 A e -100 4
-200 -200

104 1(.1‘" 10* 10¢ 10¢ 10¢ 1. 1042 qov  10* 0+ 10*  10° 11

[Ca} (M) [Ca] (M)

Figura 32. Caracteristicas del modelo propuesto para la activacién de ASlo.

A. Curvas de probabilidad del estado abierto (Po) en funcién del potencial (curvas Py-V). Las
curvas se simularon con la ecuacién 36 para valores de z = 1,5 y 0,5. Los parimetros
restantes fueron: AG’, = 13, A = 6, B = 12, Ky, = 10 y K = 10®. B. Curvas P,-V
simuladas para [Ca®*] entre 1 pM y 1 M. Las lineas punteadas en el cuadrante derecho del
grafico corresponden a las curvas obtenidas con [Ca**] entre 1 pM y 100 nM, mientras que las
ubicadas en el cuadrante izquierdo fueron obtenidas con [Ca**] entre 1 mM y 1 M. A medida
que la concentracién aumenta desde 100 nM hasta 1 mM las curvas se desplazan desde
potenciales despolarizados a potenciales hiperpolarizados. C - F. Curvas de V,,, en funcién del
logaritmo de la [Ca?*], simuladas con la ecuacién 41. C. Curvas obtenidas para valores de z
= 1,5()y 0,5 (- -). Los pardmetros restantes fueron los mismos que en A. D. Curvas
obtenidas para valores de 4G’ = 13 (—) y 6 (- -). Los paridmetros restantes fueron: z = 1,5, 4
= 6, B = 12, K;,, = 10% y K3 = 10°. E. Curvas obtenidas para valores de A = 6 (-) y 12
(- -). Los pardmetros restantes fueron: z = 1,5, 4G’, = 13, B = 12, K, = 10% y Kpp = 10
5. F. Curvas obtenidas para valores de K, = 10? (=) y 10* (- -). Los parametros restantes
fueron: z = 1,5, AG’, = 13,4 = 6, B = 12y K = 10°.

v
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que la unién de Ca?* y los cambios de conformacién dependientes del potencial estdn
separados, es capaz de describir esta conducta. Por lo tanto, el modelo fue ajustado
también a los resultados obtenidos con los canales mutados en el segmento S4 (Fig.

33).

3.4.2. Las modificaciones de la activacion de hSlo inducidas por las mutaciones

del segmento S4, pueden ser explicadas por cambios en AG, y z.

El ajuste del modelo a los datos se realiz6 con la ecuacién 41. En ella podemos
ver que el V,, esti relacionado con z,. Por esta razén al ajustar el modelo el
parametro z,, se mantuvo fijo e igual al valor de z,, limite, que aparece en la tercera
columna de la Tabla 1. Como se menciond anteriormente, las mutaciones R207Q,
R207E, R210Q, R210N y R213Q producen corrimientos pronunciados en las curvas
P,-V (Fig. 30). En el caso de las mutaciones R207Q y R207E, el desplazamiento es de
aproximadamente 150 mV e independiente de la [Ca®*]. Asi entonces, en el grifico
V.,-[Ca?*] las curvas para estos mutantes se encuentran desplazadas hacia potenciales
hiperpolarizados en forma paralela respecto de la curva de V,, de ASlo silvestre. El
ajuste de la ecuacién 41 a los datos indica que estas mutaciones modifican
principalmente el pardmetro AG, (Fig. 32D y 33C), con modificaciones menores de los
otros parametros (Tabla 3). Por otro lado, las mutaciones R210Q y R213Q produjeron
una disminucién del nimero de cargas de compuerta (Tabla 1) y desplazaron las curvas

de activacién hacia potenciales despolarizados (Fig. 30B, 33D y E). La baja

probabilidad del estado abierto de estos mutantes hizo dificil la determinacién del V,,,
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Figura 33. Dependencia del Ca* del potencial de activacién media, V), para ASlo silvestre y
los mutantes del segmento S4.

El potencial al cual se alcanza el 50% de la conductancia méxima, V,,, se obtuvo del ajuste
de una distribucion de Boltzmann a las curvas de probabilidad normalizada del estado abierto
en funcién del potencial (Figs. 30 y 31) y se graficé en funcién de las correspondientes [Ca**].
Las lineas continuas representan el ajuste de la ecuacién 41 a los datos. La curva de V,, en
funcién del Ca?* para hSlo silvestre (WT) se compara con las correspondientes a los mutantes:
R201Q y Q216R (A), L204H y L204R (B), R207Q y R207E (C), R210Q y R210N (D),
R213Q (E), E219Q y E219K (F). Las barras representan la desviacioén estindar de 2 a 10
determinaciones. En B se muestra solo un experimento para L204H. En E los puntos para
E219K corresponden a tres experimentos que cubrieron intervalos de [Ca?*] sin sobreposicién.
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con [Ca®*] menores que 1 puM. Nuestro modelo predice que una disminucién del
nimero de cargas de compuerta inducird un aumento de la pendiente de la curva de
V,, en funcién de la [Ca?*] (Fig. 32C). Esto es exactamente lo que se observd con el
mutante R213Q. El ajuste del modelo se logré reduciendo el pardmetro 4, la
disminucioén de la diferencia de energia libre entre el estado cerrado y el abierto,
inducida por la unién de Ca®*. En el caso del mutante R210N, tanto las curvas P,-V
(Fig. 30C) como la dependencia incrementada del V,, respecto del Ca®* (Fig. 33D)
indican que la mutacién produce una disminucion de z,,. El mejor ajuste se logré con
un reduccién de AG, y de 4, y un incremento leve de B (Tabla 3). Notablemente se
observod también una reduccién en K,,. Para el resto de las mutaciones en que se
realizé el ajuste (R201Q, L204H, Q216R y E219K), y en concordancia con las
variaciones menores encontradas experimentalmente (Fig. 33A, B y F) los pardmetros

obtenidos no presentaron cambios notables respecto de 4Slo silvestre (Tabla 3).

3.5. Mutaciones dobles y triples del segmento S4: expresion funcional y
caracteristicas electrofisioldgicas de los mutantes.

Todas las mutaciones tnicas del segmento S4 estudiadas en esta tesis,
produjeron canales funcionales. Este resultado contrasta con el obtenido de los
mutantes del segmento S4 del canal de K* dependiente del potencial, Shaker. En este
canal, la neutralizacién de la lisina 374 y de la arginina 377 produjeron canales no

funcionales (Papazian y col. 1991; Perozo y col. 1994; Papazian y col. 1995). En

e
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hSlo estos residuos no estin conservados respecto a Shaker, y corresponden a la
glutamina 216 y al glutdmico 219 (Fig. 27, alineamiento 2). Las mutaciones probadas

en estas posiciones no suprimieron la expresion funcional de ASlo y produjeron sélo

Tabla 3. Pardmetros de ajuste del modelo de activacion a las curvas de V,,, en funcién

de la [Ca®*], para hSlo silvestre y los mutantes del segmento S4.

Canal AGo? A Bt K, K,

WT 12,9 5,7 12.2 8,7 - 10° 8.6 - 10°

R201Q 11,9 09 5,1 (0,89 8.1 (0,66 6;2-10° (0,15 1.9-10° (-0,66)

1204H 8,3 ©64 3,7 065 80 (066 3,4-10° (041) 3.1-10° (1,09
R207Q 2,8 ©21) 5,6 09) 11.8 0,97 8,7-10° 0,00 4.8 10°(0,44)
R207E 0,8 0,060 4,0 (0,71) 9.2 0,75 2,8 10" (-1,49) 2.4 - 10°(0,55)
R21IO0N 8,2 0,63 04 07 13,0 1,060 1,4-10°0,80) 8,3 107(-1,01)
'R213Q 14,4 (1,129 0,4 0,08 10.3 (0,85 2,9-10% (0,52) 8.2-107(1,02)
Q216R 15,9 (1,24 55 ©9n 154 @21 2,0-10% 0,36) 9.8 - 10° (0,06)
E219K 11,4 088 2,0 035 115 (0,94 2,2-10% (0400 1.0-10°(-0,93)

Los parimetros se obtuvieron del ajuste de la ecuacién 41 a las curvas de V,, en
funcién del [Ca**] (Fig. 33), usando los valores de z,, de la Tabla 1. * Entre paréntesis
se indica la raz6n del valor obtenido para el mutante en relacién al valor obtenido para
hSlo silvestre (WT). # Entre paréntesis se indica el logaritmo de la razén entre el valor
obtenido para el mutante en relacién al valor obtenido para ASlo silvestre (WT).

N
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alteraciones menores en la activaciéon de ASlo (ver seccién anterior). Estos resultados
sugieren que la estructura del segmento S4 de ASlo y/o la de los dominios vecinos,
estdn configuradas de manera diferente en estos canales.

Con el objetivo de probar si la neutralizacién de mas de uno de los residuos
conservados cargados positivamente tenia un efecto aditivo en la reduccién de la carga
de compuerta, se realizaron mutaciones dobles del segmento S4 de ASlo. Cuando las
argininas conservadas 207 y 213 se neutralizaron mutdndolas por glutamina, el
mutante doble generado, R207Q-R213Q, se expres6 a niveles comparables con los
otros mutantes ya descritos. Las caracteristicas generales de éste se pueden observar en
la figura 34. En relacién al silvestre, la activacion del mutante R207Q-R213Q esta
desplazada notablemente hacia potenciales despolarizantes: cuando la [Ca®*] es 103
pM, se necesitan pulsos despolarizantes > 80 mV para inducir corrientes en el mutante
mientras que en ASlo WT las corrientes pueden ser activadas por potenciales negativos
(Fig. 34A). Esto tiene como consecuencia que a 0 mV la P, de los canales R207Q-
R213Q es casi nula mientras que la P, de 4Slo WT es cercana al maximo (Fig. 34B).
En este sentido el mutante doble es similar al mutante R213Q, cuya curva de
activacion también estd desplazada hacia potenciales positivos (Fig. 30B). El resultado

indica que el efecto inducido por la neutralizacién de las argininas 207 y 213 en la

diferencia de energia libre entre los estados cerrados y abiertos, (AG,), no es aditivo. |

o
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A 103 uM B
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4 R207Q-R213Q

1nA 4nA <100 0 100
20ms 5ms V (mV)
C
e WT Figura 34. Caracteristicas
. & R207Q-R213Q electrofisiolégicas del mutante doble
. g R207Q-R213Q.
g 200 % % g A. Registros de corrientes macroscopicas
C = o g8 = § de hSlo silvestre (WT) y del mutante
0 I S doble del segmento S4, R207Q-R213Q.
2200 —rrrrrrmr T e Los registros se obtuvieron en presencia
107 10 109 de 103 pM de Ca®** en el bafio (cara
[Ca®] (M) interna de la membrana). Los trazos

corresponden a las corrientes inducidas
por estimulos de -150, -100 y -50 mV y de 0 2 80 mV cada 20 mV para ASlo WT y de -100 y
0 mV y de 40 a 140 mV cada 20 mV para R207Q-R213Q. B. Curvas de probabilidad
normalizada del estado abierto en funcién del potencial para 4Slo WT y el mutante indicado,
obtenidas de los datos mostrados en A. La linea continua es el ajuste de una distribucién de
Boltzmann a los datos con los siguientes pardmetros de ajuste: WT: V, = -31 mV, z,, =
1,59; R207Q-R213Q: V,, = 149 mV, z,, = 0,57. C. Curvas de V,, en funcién del logaritmo
de la [Ca?*] para ASlo WT y los mutantes R207Q-R213Q y R213Q.

En cuanto a la dependencia de Ca** del pardmetro V,,, (Fig. 34C), podemos observar
que la curva del mutante doble estd desplazada hacia potenciales despolarizantes

respecto a 4Slo WT, en todo el intervalo de [Ca**] explorado. Notablemente, la curva
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de V,, de R207Q-R213Q es précticamente indistinguible de la del mutante R213Q
(Fig. 34C).

Como se observa en la figura 34B, la dependencia del potencial del mutante
R207Q-R213Q es menor que la ASlo WT. De la misma forma que con los mutantes
simples R207Q y R213Q, el nimero de cargas de cbmpuerta obtenido del ajuste de la
distribucion de Boltzmann (z,,)a las curvas P,-V para R207Q-R213Q, fue
significativamente menor que z,, de ASlo WT (P < 0.005, Tabla 1, segunda columna).
Por otro lado, cuando el pardmetro se computé con el método de la pendiente limite
(z,,im), €l valor fue signiﬁcativamente‘ menor que el de ASlo WT y similar al del
mutante R213Q (P < 0.005, Tabla 1, tercera columna). Este resultado concuerda con
los obtenidos con los correspondientes mutantes simples, pues z,Jim del mutante

R213Q fue también significativamente menor que el de ASlo silvestre.

3.5.1. Mutaciones del segmento S4 que reducen o suprimen. la expresion de

hSlo.

De las mutaciones dobles o triples probadas electrofisiolégicamente, la
mutacion R207Q-R213Q fue la tinica que produjo canales con la capacidad de conducir
corrientes idnicas (Fig. 34). Se construy6 entonces un mutante doble en que las
argininas 210 y 213 se mutaron por los aminoacidos neutros asparragina y glutamina
respectivamente. Notablemente, esta mutacion doble (R210N-R213Q) suprimié la

capacidad de los canales de conducir corrientes i6nicas. Este resultado fue observado
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en un total de 13 sellos hechos en 11 oocitos de Xenopus I. provenientes de dos
ejemplares distintos. La inyeccién de una cantidad equivalente de RNA de hSlo
silvestre en uno de estos grupos de oocitos, indujo corrientes cuya magnitud saturé el
sistema de registro (no mostrado).

Un resultado similar se obtuvo con un mutante triple en que las tres argininas
conservadas del segmento S4 (R207, R210 y R213) fueron mutadas por glutamina
(R207Q-R210Q-R213Q). En este caso, la carencia de corrientes i(’)nic,as asociada a al
mutante triple se verificO en 27 sellos hechos en 11 oocitos provenientes de 3
ejemplares distintos.

La incapacidad de estos mutantes de expresar corrientes i6nicas puede ser
explicada, en principio de dos maneras: i. Los canales mutados se insertan
normalniente en la meﬁbrana citoplasmatica del oocito, pero la mutacién hecha en el
segmento S4 impide la activacién del canal en respuesta a un estimulo de potencial; ii.
los canales mutados no llegan a insertarse en la membrana. Resultados obtenidos con
el canal Shaker, respaldan la segunda alternativa. La supresién de las corrientes
inicas induciéia por las mutaciones K374Q y R377Q en este canal, esta asociada a la
desaparicion de la forma madura de alto peso molecular de la proteina Shaker.
Adicionalmente, estas mutaciones inducen la acumulacién de una forma de bajo peso
molecular, caracteristica de la forma inmadura, parcialmente glicosilada, de la proteina

(Perozo y col. 1994). Esto llevé a proponer que las proteinas mutadas podrian plegarse

incorrectamente, suprimiendo la transferencia normal entre los compartimentos

wwadne g
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membranosos intracelulares y el transporte de los canales hacia la superficie celular
(Perozo y col. 1994).

Para probar si las mutaciones que suprimen la expresién de las corrientes
iénicas ASlo se correlacionan con la ausencia de los canales en la superficie de los
oocitos, se realizaron experimentos de unién de una toxina especifica para los canales
K., la iberiotoxina (IbTX) (Galvez y col. 1990), a oocitos inyectados con RNA de
hSlo silvestre o de los mutantes en estudio. La IbTX es un péptido que bloquea Ila
conduccion de corriente al unirse a la boca externa del canal, con un mecanismo de
reaccion bimolecular (Candia y col. 1992; Giangiacomo y col. 1992). Tomando en
cuenta esta caracteristica y que el equilibrio de la unién de la toxina se alcanza en el
lapso de horas, la toxin'a es una herramienta especialmente adecuada para contar el
nimero de canales presentes en la membrana. Los oocitos se microinyectaron con RNA
de ASlo silvestre (WT) o de los mutantes R210N-R213Q, R207Q-R210Q o R207Q-
R210Q-R213 y se incubaron durante un periodo que normalmente permite la expresién
de las corrientes i6nicas. Posteriormente, se incubaron por doce horas con la toxina
radioyodada ["IJIbTX-D19Y/Y36F (Koschak y col. 1997). La actividad de esta
version mutada de la toxina, como también la de la especie radioyodada, es
indistinguible de la IbTX silvestre (Koschak y col. 1997). Luego de un procedimiento
de lavado del exceso de toxina se determind la toxina unida a los oocitos en un
contador gamma. Los resultados de estos ensayos se observan en la figura 35. En un
experimento se midié la toxina unida a oocitos inyectados con RNA de los mutantes

dobles R210N-R213Q y R207Q-R210Q y se compard con la toxina unida a oocitos que

N e
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se encontraban expresando ASlo WT (Fig. 35A). En la figura se puede ver que con la
mutacién R207Q-R210Q redujo ocho veces el nimero de sitios de unién para la IbTX,
en relacién a ASlo WT. Por otro lado, la mutacion R210N-R213Q suprimi6 totalmente
los sitios de unién para la toxina. Este resultado sugiere que la carencia de corrientes
ibénicas observada con el mutante R210N-R213Q se debe a que la mutacion suprime la

llegada de los canales a la membrana citoplasmatica del oocito.
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Figura 35. La supresién de corrientes idnicas inducida por las mutaciones del segmento S4 de
hSlo se correlaciona con una ausencia de sitios de unién para la iberiotoxina.

Los oocitos se microinyectaron con RNA de ASlo silvestre (WT) o de los mutantes del
segmento S4 segin se indica en la figura. Luego de 3 dias (A) o 4 dias (B) los oocitos se
incubaron durante doce horas con iberiotoxina ['*IJIbTX-D19Y/Y36F. La unién inespecifica
se determind en oocitos no microinyectados y se sustrajo de los datos experimentales. El
nimero de canales por oocito se determiné a partir del nimero de moles de toxina unida. Este
valor se corrigié por la inhibicién de la unién inducida por el ion Na* (Koschak y col. 1997),
suponiendo una inhibicién competitiva (ecuacién 9; Métodos). La densidad de canales se
calculé a partir de una estimacién del drea de la superficie del oocito con medidas de
capacidad. A. Los oocitos se inyectaron con 5 ngr de RNA de las especies indicadas. Sobre
cada barra se indica la densidad de canales + la desviacién estindar de 8 (WT), 10 (R210N-
R213Q) y 10 (R207Q-R210Q) determinaciones. B. Los oocitos se inyectaron con 5 ngr de
RNA de ASlo WT (n =2) o con 125 (*; n =11) 0 50 (**; n = 8) ngr de RNA del mutante
triple R207Q-R210Q-R213Q, proveniente de dos transcripciones distintas.
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Un resultado similar se encontré con el mutante triple R207Q-R210Q-R213Q
(Fig.35B). En este experimento los oocitos se microinyectaron con dos preparaciones de
RNA provenientes de reacciones de transcripcién independientes. La cantidad de RNA
inyectado del mutante triple fue 25 y 10 veces mayor que la usada para #Slo WT
(Fig.35B, * y **, respectivamente). El nimero de sitios para la IbTX expresados con
hSlo WT en este experimento fue menor que en e] experimento descrito en la parte A. La
carencia de expresion de corrientes i6nicas para este mutante junto al exceso de RNA
inyectado y los origenes distintos del RNA usado sugieren fuertemente que el mutante
triple no llega a la membrana citoplasmadtica del oocito.

Los resultados descritos indican que cuando las argininas 210 y 213 se
neutralizan simultineamente (mutaciones R210N-R213Q y R207Q-R210Q-R213Q) Ia
expresion funcional de las corrientes idnicas y de los canales en la membrana se suprime.
Sin embargo, aquellos mutantes en que s6lo uno de estos residuos se neutraliza son
capaces de expresarse en la membrana. Entre éstos se cuentan los mutantes simples
R210Q, R210N y R213Q, y los mutantes dobles R207Q-R213Q y R207Q-R210Q. Al

momento de empezar la escritura de esta tesis no se cont6 con la caracterizacién de las

corrientes i0nicas de este tltimo mutante.
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DISCUSION

Uno de los rasgos que definen a los canales de K* de gran conductancia,
dependientes de Ca?*, es que el tiempo que el canal permanece en el estado conductor

(P,) aumenta como consecuencia de la despolarizacién de la membrana y/o de un

iricremento de la concentracién de Ca** interno. (Blatz y Magleby 1987; Latorre y col.

1989). En esta tesis se caracteriz6 la dependencia del voltaje de la activacion del canal
K, clonado del miometrio humano, ASlo, (Wallner y col. 1995), expresado en oocitos
de Xenopus laevis.

Los resultados obtenidos indican que el canal ASlo posee un sensor intrinseco
del potencial eléctrico transmembranal. Este sensor estd formado, al menos en parte,
por dos de los aminoidcidos conservados con carga positiva del segmento
transmembranal S4, las argininas 210 y 213. Los resultados indican ademds que la
corriente puede ser bloqueada por el Ba’* contaminante presente en la solucién
interna, simulando una inactivacion. Se puede descartar entonces la existencia de un

proceso de inactivacién dependiente del potencial en ASlo.
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1. Los canales hSlo expresados en oocitos de Xenopus laevis conservan los rasgos

tipicos de los canales K,

Las caracteristicas de los canales 2Slo expresados en este sistema, concuerdan
con aquellas descritas para los canales nativos. La dependencia del potencial de ASlo
corresponde a un cambio de e veces en la P, cada = 18 mV. Este valor estd |
comprendido en el intervalo de e veces cada 8 a 39 mV, reportado en la literatura
(Latorre, 1994). Originalmente se describié que la activacion de los canales K, era -
totalmente dependiente de la presencia de Ca®* en el medio interno (Latorre y col.
1989; McManus 1991). Esta vision ha sido profundamente modificada por los
resultados que indican que los canales K., se pueden activar en respuesta a estimulos
de potencial en forma independiente de la [Ca®*], en el intervalo comprendido entre 10
picomolar y 100 nanomolar (Meera y col. 1996; Cui y col. 1997; esta tesis). La
relacién entre la P, de los canales K¢, v la [Ca?*], se puede describir con la ecuacién
de Hill (McManus 1991). La [Ca®*] necesaria para alcanzar una P, = 0,5 2 0 mV (K)
es 45 uM en el caso de ASlo, con un coeficiente de Hill de 0,7. Los valores de estos
pardmetros estin también dentro de los limites descritos para los canales K, .

(McManus 1991; Wallner y col. 1995).
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2. El Ba** contaminante causa la inhibicion de la corriente observada con

potenciales despolarizantes.

En la seccion 2 del capitulo de Resultados se muestra que cuando los canales
hSlo son activados por pulsos despolarizantes, las corrientes alcanzan un maximo y
luego decaen. Esta no es una caracteristica compartida por la mayoria de los canales
K., pues una vez que estos alcanzan la conformacion conductora, son capaces de
conducir corriente durante todo el lapso en que el estimulo activador esti presente
(Latorre y col. 1989; Blatz y Magleby 1987). El decaimiento observado en las
corrientes sSlo es consecuencia de un bloqueo dependiente del potencial, inducido por
el Ba’* contaminante presente en la solucién del bafio.

La dependencia de la [Ba®*] y del potencial del decaimiento de la corriente es
consecuente con un esquema de reaccidn en que un ion Ba?* interactia con un sitio
ubicado en el campo eléctrico transmembranal. Las bases que sostienen esta afirmacién
provienen de tres tipos de resultados: i. la dependencia del potencial de la inhibicién
de la corriente en estado estacionario, sin Ba’* afiadido o con Ba®* agregado son
indistinguibles; ii. la velocidad de recuperacién de la corriente en ausencia nominal de
Ba’* es similar a la velocidad de recuperacién desde el bloqueo inducido por Ba**
afiadido; iii. la adicién del quelante de Ba**, A18C6T, remueve practicamente en
forma absoluta la inhibicién de la corriente observada sin Ba** afiadido.

La posibilidad de que los canales K., fueran bloqueados por el Ba**

contaminante presente en la solucién interna fue propuesta por Neyton y Miller (1988).

. O
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Los autores observaron una relacién lineal entre la velocidad de blogueo por bario y la
[Ba’*], cuyo intercepto en la ordenada ([Ba®*] afiadido = 0) era distinto de cero.
Coincidentemente con lo observado en esta tesis, la velocidad de blogueo sin Ba®*
afiadido reportada por los autores fue de 5 s1. Mds aun, la extrapolacién de la recta a
la velocidad de bloqueo o = 0, indica que la [Ba**] contaminante era = 300 nM en los
experimentos de Neyton y Miller (1988). Este valor concuerda razonablemente con
aquel obtenido en esta tesis' (= 70 nM; Fig. 18).

La presencia de periodos silentes de larga duracién (= 6 s) en la actividad de
los canales K, tnicos fue interpretada como intervalos de tiempo en que el canal estd
bloqueado o “inactivado” por Ca?* (Vergara y Latorre, 1983; Findlay y col. 1985). El
hecho que un aumento de cuatro veces en la [Ca®*] no tenga efecto en la constante de
tiempo de la relajacion de la corriente (Fig. 14C) es un resultado que contradice la
interpretacién sugerida por Vergara y Latorre (1983). Diaz y col. (1996) mostraron
que el A18C6T incrementa la duracion de los periodos de actividad sin modificar la
duracién promedio de los eventos silentes largos observados sin Ba?** afiadido. Si el
bloqueo es inducido por Ba**, la duracién de los periodos de actividad serd

inversamente proporcional a la [Ba**]. Como el éter corona quela especificamente al

! E] origen del Ba** contaminante no es claro. Copello y col. (1991) demostraron que una fuente
importante de contaminacién por Ba?* es el vidrio usado en la fabricacién de las pipetas de registro. Los
autores demostraron que las pipetas fabricadas con vidrio de silice (“soda glass” Blue-tip; Fischer

Scientific) liberaban suficiente Ba** como para causar un blogqueo de los canales K, en parches
escindidos con la cara externa hacia afuera. Como este efecto no se observd con pipetas estiradas de
vidrio de borosilicato, como las usadas en esta tesis, y dado que la [Ba’**] en el agua potable es
submicromolar (Neyton, 1996), la fuente de contaminacién podria estar en los reactivos usados en la
preparacién de las soluciones.
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Ba?*, el origen mas probable de los periodos silentes es el Ba** contaminante presente
en la solucién interna. Una observacién que refuerza esta aseveracion es la gran
coincidencia de la constante de tiempo de recuperaci6n de las corrientes macroscopicas

sin Ba?* afiadido (tr = 3,8 % 0,9 s) con la duracién promedio de los periodos silentes

observados en esa condicién (3,9 + 3 s; Diaz y col. 1996). Este resultado sugiere -

fuertemente que la inhibicién de las corrientes macroscdpicas y los periodos silentes de
larga duracién observades en la actividad de los canales tnicos son consecuencia del
mismo fenémeno: un bloqueo dependiente del potencial inducido por el Ba**
contaminante presente en la solucién interna.

El efecto del éter corona en la cinética de los canales tnicos fue estudiado en
detalle por Neyton (1996). Neyton (1996) demostré que la dependencia del potencial
de la duracién de los eventos silentes largos y de los periodos de actividad observados
en ausencia nominal de Ba®* era indistinguible de la observada para los mismos en
presencia de Ba**. El K* externo ejerce dos efectos sobre el bloqueo por Ba**. En el
intervalo de 0 a 10 mM el K* induce una inhibicién de la velocidad de disociacion del
Ba?* con una constante de inhibicién (K;) de ~ 0,2 mM (Neyton y Miller, 1988). Esto
se traduce en un aumento del tiempo de residencia del Ba®* en el sitio de bloqueo y
seria una consecuencia de la ocupacion por el K™ de un sitio en el extremo externo de
la via de conduccién (efecto “lock-in”, Neyton y Miller, 1988). Adicionalmente, €l K*
externo inhibe la reaccién de asociacién del Ba?* interno con una K; =~ 0,5 mM, efecto

que se observa como un aumento de la duracién de los periodos de actividad (Neyton y

e e
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Miller, 1988). Neyton (1996) demostré que el potencial eléctrico y el K* externo
tienen los mismos efectos recién descritos sobre los periodos silentes largos y los
periodos de actividad observados en ausencia nominal de Ba®*. Nuevamente, los
resultados concuerdan con la hipétesis del bloqueo inducido por el Ba** contaminante
(Neyton y Miller, 1988). A partir de la dependencia de la [Ba**] de la velocidad de
bloqueo, Neyton (1996) estimé que la [Ba**] contaminante en sus soluciones alcanza a
30 nM. Neyton (1996) evalué la actividad quelante del A18C6T midiendo el efecto de
concentraciones crecientes de la molécula en la cinética de bloqueo por Ba’* de un
canal K., de musculo esquelético de rata. El quelante redujo la frecuencia de los
eventos de bloqueo inducidos por el Ba?* afiadido (es decir indujo un incremento de la
duracién de los periodos activos), sin modificar la duracién de los eventos de bloqueo.
En concordancia con el resultado observado en el caso del canal 4Slo, cuyo origen es
el musculo liso, el éter corona también fue capaz de reducir la frecuencia de los
periodos silentes largos observados en ausencia nominal de Ba’*. El efecto del
quelante fue descrito satisfactoriamente suponiendo una reaccién bimolecular de unién
entre el Ba** y el éter corona. Tomando en cuenta que el quelante también es capaz de
unir K*, cati6én mayoritario en el medio, se obtuvo una constante de disociacién para
el complejo Ba’*-A18C6T de 3,5 - 10" M. Este valor concuerda plenamente con la
estimacioén de 1,6 - 10" M hecha en esta tesis, que a diferencia de Ia hecha por Neyton |
(1996) incluy6é ademds una correccién que toma en cuenta el equilibrio de unién del

quelante con el Ca** presente en el medio.
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2.1.  Caracteristicas del bloqueo por Ba** de los canales hSlo.

El bloqueo por Ba’* de los canales ASlo muestra la mayoria de Ias
caracteristicas que presenta el bloqueo por Ba** de otros canales K., (Vergara y.
Latorre, 1983; Hunter y col. 1984; Benham y col. 1984; Gitter y col. 1987; Guggino
y col. 1987; Pérez y col. 1994). La constante de disociacién del complejo Ba**-canal

calculada a partir de las constantes de velocidad de disociacién (B = 0,26 s) y

-

asociacién (k; = 7,08 - 10° s' M) a 0 mV es de 37 pM. El bloqueo depende del .

potencial como si el Ba** se uniera a un sitio en que el potencial eléctrico ha caido en
un 80 + 7 % ( = 0,8 & 0,07). Sin embargo, la dependencia del voltaje del bloqueo
inducido por una particula cargada no tiene una interpretacién tinica en cuanto a la
distancia eléctrica del sitio de unién del bloqueador. Si la via de conduccién del canal
tiene ocupacion miltiple, como en el caso de los canales K, (Eisenman y col. 1986;
Cecchi y col. 1987; Neyton y Miller, 1988; Latorre 1994), la dependencia del

potencial observada corresponde a (Armstrong y col. 1982):

=20 +2,"08, +..+2z 9, 42)

donde los subindices (i = 1, 2, n) definen a un ion dado, z; es la valencia del ioniy §; -

es la distancia eléctrica recorrida por el jon i. Asi entonces un valor de z8 = 1,6 puede
interpretarse como el movimiento de un ion Ba®* hasta un sitio ubicado en una
distancia eléctrica de 0,4 (z5 = 0,8) acoplado al movimiento de dos iones K* que se

mueven una distancia eléctrica de 0,4 (z6 = 2 - 0,4).

o vmes agwes
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La dependencia del potencial del bloqueo concuerda con la idea que el sitio de
unién del Ba** se encuentra en la via de conduccién del poro del canal 4Slo. La mayor
parte de la dependencia del potencial de la reaccién de bloqueo se encuentra en la
constante de velocidad de la reaccién de asociacién. Este hecho indica que el perfil de
energia que el ion Ba** experimenta en su movimiento desde y hacia su sitio es
asimétrico, y que el pico de la barrera de energia que el ion Ba®>* debe sobrepasar esti
muy cerca del sitio de unién (Fig. 36). A partir de la constante de disociacién del
complejo Ba**-canal a 0 mV (K, = 37 pM) y utilizando la relacién:

AG=-R-T-In(l/K,) 43)
se obtuvo un AG de -5,95 Kcal para la unién de Ba**. Utilizando la constante de
velocidad de disociacién (B = 0,26 s') y suponiendo una frecuencia vibracional
promedio para una reaccién de primer orden de 6,11 - 10” s? (¢), se puede obtener la
energia de activacién para la salida del Ba?* desde su sitio (4G*,), con la relacién:

AG*, =-R-T-In (B/ ¢) 44)
El valor obtenido fue de 17,92 Kcal/mol. Con estos valores y usando la relacién:

AG*, = AG*, - AG 45)
se estimé que la altura de la barrera que el Ba** sobrepasa para llegar a su sitio desde
el medio interno (4G*,) es de 11,97 Kcal/mol (Fig. 36).

La estabilidad del complejo formado por el Ba®* con los canales K., se ha
explicado sobre la base de la similitud del radio iénico del Ba’>* (r = 1,35 A) con el

del K* (r = 1,33 A) (Vergara y Latorre, 1983). Esta consideraci6n junto con la
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T Figura 36. Esquema de la distancia
eléctrica y del perfil de energia del sitio
de uni6én de Ba**.
El pico de la barrera de energia se
4G*, = 11,97 Kealimol encuentra a una distancia eléctrica de
0,66 y el sitio de unién del Ba** a una
distancia de 0,8. La profundidad del pozo
de energia (AG) se obtuvo del célculo de
la constante de disociacién del complejo
Ba**-canal a 0 mV (Kp). La altura del
1 pico de la barrera de energia que se
i opone a la llegada del Ba** a su sitio
':' desde el medio interno, se estimé a partir
/ Sitodet Ba2  de la diferencia entre la energia de
activacién de la salida del Ba®* desde su

[ sitio (AG*p) y AG (ver el texto).
0 0,8 1
Distancia eléctrica

o g wam A

Medio interno

AG = -5,95 Kcal/mol

4

naturaleza bivalente del bario permitiria que el catién resida en el sitio durante

segundos. La constante de velocidad de disociacion del Ba’* desde su sitio en ASlo

(0,26 s) es aproximadamente 4 - 10° veces mds lenta que constante de velocidad de
disociacién del K* (= 10® s?'; Moczydlowski y col. 1985). Los canales K., so6lo o
permiten la conducci6n de cationes alcalinos monovalentes de tamaiio similar, como el

K* y el Rb*, sugiriendo la existencia de una regién estrecha denominada filtro de
selectividad (Hille 1975; Latorre y Miller, 1983). Es posible entonces que el Ba’* se

una a esta estructura (Miller y col. 1987).

El grado de identidad de la regién que forma el poro (P) de los canales K, con

la de Shaker, es notablemente alta (Latorre y col. 1994). En el canal Shaker estudios

de mutagénesis sistemitica del poro indicaron que la discriminacién de iones se
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produce en esta regién y que el K* interactia con dtomos de oxigeno de los grupos
carbonilos del esqueleto peptidico de la proteina (Heginbotham y col. 1994).
Adicionalmente, la region P de los canales K, como también la de Shaker, posee un
residuo aspartato rio abajo de la secuencia caracteristica de glicina-tirosina-glicina
(GYG). La cadena lateral de este aminoicido cargado negativamente se proyecta en el
lumen del poro de los canales Shaker (Lii y Miller, 1995). Si el residuo equivalente en
el canal de K* Kv2.1 (aspartato 378) es neufralizado a treonina, la secuencia de
selectividad para los cationes alcalinos no se altera, pero la permeabilidad del Na*
aumenta cinco veces en relacién a la del K* (Kirsch y col. 1995). La secuencia GYG
es importante en la determinacién de la selectividad a cationes del canal de K* Shaker
(Heginbotham y col. 1992 y 1994). Ranganathan y col. (1996) utilizaron un
bloqueador peptidico del canal Shaker, la agitoxina 2 (AgTX2), cuya estructura
tridimensional se conoce, para restringir la ubicacién espacial de los residuos que
forman el filtro de selectividad del canal. En una primera etapa, se definieron los
residuos del canal y de la toxina que son importantes para la interaccién en el complejo
toxina-canal. Uno de los residuos del canal que determina la unién de la toxina es la
tirosina de la secuencia GYG (Y445). Por otro lado, la lisina 27 es uno de los residuos
de la AgTX2 que determina su unién al canal. La afinidad de la toxina decrece cuando
la [K*] externo aumenta, efecto que depende de la presencia de la lisina en la posicién
27 de 1la toxina. Una interpretacién posible a este hallazgo es que cuando se forma el
complejo toxina-canal, la toxina queda muy cerca de un sitio de unién a K* del canal.

Dado que la lisina 27 en la AgTX2 y la tirosina 445 del canal interactiian entre si
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(Ranganathan y col. 1996), los resultados indican que la regiéon GYG media la unién
de un ion K*. Ranganathan y col. (1996) pudieron definir varios pares de residuos del
canal y de la toxina que interactiian especificamente. Esta informacion y la estructura
tridimensional de la superficie de interaccion de la AgTX2 con el canal, fue
consecuente con la localizacion de la tirosina 445 en el eje central de simetria del
canal. Asi entonces, Ranganathan y col. (1996) propusieron que la selectividad i6nica
esti determinada en el lugar donde los cuatro lazos GYG del homotetrimero se
acercan para formar el filtro de selectividad. Por otro lado, el anillo de grupos
carboxilatos de los residuos de aspartato que estin rio abajo de la secuencia GYG,
podrian participar en las interacciones coulombicas que estabilizan el complejo Ba?*-

canal.

3. Rasgos estructurales y activacion de los canales K, .

La similitud de Ia estructura primaria de los canales K, con la de los canales de

K* dependientes del potencial permiti6 incluir a los primeros en la familia S4 de los

- canales ionicos dependientes del potencial (Jan y Jan, 1990; Atkinson y col. 1991;

Adelman y col. 1992; Wallner y col. 1996). Los canales K, clonados hasta ahora
tienen una estructura central de siete segmentos transmembranales (SO a S6) que es
conservada en relacién a los canales de la familia S4. Especificamente, la regién que

forma el poro de los canales K, tiene un alto grado de identidad con la regién P de los

canales de K* y los segmentos S2, S3 y S4 tienen aminoacidos cargados conservados
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en relacién a los canales de la familia S4 (Wallner y col. 1996). Actualmente existe
una plétora de resultados que indican que estos residuos cargados forman parte del
sensor de potencial de los canales i6nicos dependientes del potencial. Los resultados
incluyen estudios de mutagénesis y caracterizacién de la dependencia del potencial de
las corrientes i6nicas o de compuerta de los canales de K* (Lopez y col. 1991,
McCormack y col. 1991; Papazian y col. 1991; Liman y col. 1991; Logothetis y col.
1992; Schoppa y col. 1992; Logothetis y col. 1993; Perozo y col. 1994; Papazian y
col. 1995; Planells-Cases y col. 1995; Aggarwal y MacKinnon, 1996; Seoh y col.
1996; Tiwari-Woodruff y col. 1997) de los canales de Na* (Sthiimer y col. 1989; Chen
y col. 1996; Kontis y col. 1997; Kontis y Goldin, 1997) y de los canales de Ca**
(Garcia y col. 1996). Adicionalmente, estudios de accesibilidad al sensor de potencial
putativo desde el medio interno o externo y la dependencia de ésta del estado de
activacion de los canales han proporcionado resultados que indican que efectivamente
el sensor putativo se mueve en respuesta a cambios del potencial (Yang y Horn, 1995;
Larsson y col. 1996; Mannuzzu y col. 1996; Yang y col. 1996; Starace y col. 1997,
1998).

Los canales K., poseen dos regiones que no se encuentran en los canales
dependientes del potencial y que estdn involucradas en el proceso de activacién: i. Un
segmento transmembranal adicional (SO) previo al segmento S1, que dirige el extremo
amino hacia el espacio extracelular (Wallner y col. 1996; Meera y col. 1997). El

segmento SO y parte de la cola amino extracelular le confieren a ASlo la capacidad de

ser regulado por la subunidad B. Uno de los efectos de ésta es reducir el voltaje
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necesario para alcanzar una P, = 0,5 (V,,) para una [Ca’*] dada, sin cambiar la

dependencia del potencial de la activacién (McManus y col. 1995; Meera y col. 1996,

Wallner y col. 1996). ii. Una gran cola carboxilo terminal, que constituye cerca de )

dos tercios del total de los residuos del canal y que contiene 4 segmentos hidréfobos
(S7 a S10) probablemente intracelulares (Meera y col. 1997). Wei y col. (1994)
demostraron que la regién del extremo carboxilo que comprende los segmentos
hidr6fobos S9 y S10 es imprescindible para que los canales K., se expresen
funcionalmente y sugirieron ademds que este serfa el dominio que contiene los sitios de
unién de Ca?*. Schreiber y Salkoff (1997) recientemente reportaron resultados que

apoyan esta hipotesis.

4. Residuos involucrados en la deteccion del potencial transmembranal en hSlo.

Los resultados descritos en esta tesis concuerdan con el modelo en que la
dependencia del potencial de la activacion del canal es una consecuencia del
~ movimiento del sensor de potencial intrinseco en el campo eléctrico. Especificamente,
los resultados demuestran que el segmento S4 del canal K., ASlo es una parte
importante del sensor de voltaje. El canal ASlo posee s6lo tres residuos positivos en su
segmento S4: las argininas 207, 210 y 213 (Fig. 27, alineamiento 2). La neutralizacion
de las argininas 210 y 213 reduce el nimero de cargas de compuerta, sugiriendo que
estos residuos son los afectados por el potencial eléctrico. La neutralizacién de la

arginina 207 no modifica la dependencia del potencial de la activacién y por lo tanto

]

-
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estarfa fuera del campo eléctrico (Tabla 1, tercera columna). Adicionalmente,
mutaciones en las tres argininas inducen cambios en la estabilidad del estado cerrado
en relacion al estado abierto. Estos resultados se esquematizan en el modelo de la
figura 37. Es necesario recalcar que no existen datos experimentales que evidencien las
interacciones electrostaticas que se plantean, por lo tanto el modelo debe considerarse
solamente como una hipétesis de trabajo y no como una conclusién de los resultados.
La posicién del segmento S4 estd determinada por el potencial transmembranal y por la
interaccion electrosttica de las argininas 207 y 213 con residuos negativos. La
arginina 213 interactuaria con el glutamato 180 del segmento S3, favoreciendo la
conformacion abierta del canal. Las bases para plantear esta interaccién se discuten en
la seccién 6 de este capitulo. Cuando la arginina 207 es neutralizada (R207Q) se
estabiliza la conformaci6n abierta del canal en relacién al silvestre (WT). Para explicar
este efecto se especula que existirfa una interaccién de la arginina 207 con un residuo
negativo desconocido, que tenderia a favorecer el estado cerrado (Fig. 37A). La
estabilizacion se deberia a que en ausencia de la interaccién electrostitica del residuo
207 (glutamina) con el residuo negativo vecino predominaria el efecto estabilizador del
estado abierto de la interaccin de la arginina 213 con el glutamato 180 (Fig. 37B).
Cuando la arginina 213 es mutada por un aminoicido neutro (R213Q), se
produce una disminucién de la dependencia del potencial de la activacién (Tabla 1) y la
estabilizacién de la conformacién cerrada del canal (Tabla 2). Este dltimo efecto se

deberia a la pérdida de la interaccion electrostdtica del residuo 213 con el glutamato
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180 en el mutante. Esto tiene como consecuencia el predominio de la interaccién de la

arginina 207 con su contra carga, que favorece el estado cerrado.

A WT Figura 37. El segmento S4 como parte del

sensor de potencial: un modelo altamente
especulativo.
El diagrama muestra la configuracién del
sensor para el canal silvestre (WT) y para
los mutantes R207Q y R213Q. La carga
positiva de las argininas 207, 210 y 213 del
segmento S4 (S4) se representa con cruces
(+). Las regiones vecinas al segmento S4
Intracelular ' en que cae el potencial eléctrico
Cerrado Abierto .. .
transmembranal, se indican con un degradé.
Solamente las argininas 210 y 213 se ubican
en esta zona. A. Cuando la membrana estd
hiperpolarizada (interior negativo), el sensor
de potencial se encuentra desplazado hacia
el lado intracelular y el canal estid en el
estado cerrado (izquierda). La interaccién
de la arginina 207 (R207) con un residuo
negativo (desconocido) estabilizaria el
estado cerrado. La interaccibn de la
arginina 213 (R213) con un residuo
negativo, posiblemente el glutamato 180 del
segmento S3, estabilizaria el estado abierto.
Cuando la membrana se despolariza el sensor se desplaza hacia el lado extracelular y el canal
se abre. B. Si la arginina 207 se muta por el residuo neutro glutamina (Q207) se pierde la
interaccion electrostitica con el residuo negativo vecino, estabilizindose asi la conformacién
abierta del canal, en relacion al WT. C. Al neutralizar la arginina 213 (Q213) la interaccién
electrostitica con E180 se pierde favoreciéndose la interaccién de R207 con su contracarga.
Esto tiene como resultado la estabilizacién de la conformacién cerrada del canal.

Extracelular

B. R207Q C.R213Q

Extracelular

Intracelular

La neutralizacién de la arginina 210 produce una estabilizacién marcada del

estado cerrado cuando el residuo introducido es una glutamina (R210Q). Sin embargo,

PPN
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si el residuo es reemplazado por una asparragina (R210N) no se producen mayores
cambios en las estabilidades relativas de los estados cerrado y abierto. No se puede
afirmar entonces que los efectos obtenidos con estas neutralizaciones se deban a la
pérdida de una interaccion electrostitica de la arginina 210 con un amino4cido cargado
negativamente.

En el canal Ky Shaker, los residuos equivalentes a las argininas de 4Slo son las
aréininas 365, 368 y 371 (Fig. 27, alineamiento 2). En este canal se demostrd que la
accesibilidad a los residuos del segmento S4 dependen del estado de activacién del
canal (Mannuzzu y col. 1996; Larsson y col. 1996). Larsson y col. (1996) mutaron
residuos del segmento S4 y de sus cercanias por cisteinas y sondearon su accesibilidad
desde el medio externo o interno con reactivos tiol no permeantes. Los resultados
obtenidos indicaron que sélo la arginina 365 es inaccesible en el estado cerrado,
situando uno de los residuos cargados (R362) en el medio extracelular y los cinco
restantes en el medio interno. Cuando el canal Shaker se activa, esta distribucidn se
altera totalmente, pues la arginina 365 se hace ahora accesible al medio externo y
cuatro de los cinco residuos cargados que estaban expuestos al medio intracelular
quedan inaccesibles (R368, R371, K374 y R377; Fig. 38). A partir de estos resultados,
Larsson y col. (1996) propusieron que los cinco residuos positivos incluidos entre las
argininas 365 y 377 contribuyen a la carga de compuerta total por canal.

Sin embargo, si la carga de compuerta por canal para canales Shaker silvestres

y mutantes del segmentos S4 se determina midiendo la carga a partir de las corrientes

de compuerta y el nimero de canales presentes en la membrana a partir del ruido no

- e
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estacionario de la corriente i6nica (Seoh y col. 1996), se obtiene un resultado distinto.
Este metodologia indica que solo tres de los aminodcidos bésicos, las argininas 365,
368 y 371, contribuyen con su carga a la carga de compuerta. Por otro lado, Aggarwal
y MacKinnon (1996) determinaron el niimero de canales presentes con un ensayo de
unién de una toxina especifica para el canal Shaker, agitoxina, y la carga de compuerta
como se midi6 el caso anterior. Ellos encontraron que ademds de los tres residuos ya

mencionados, la arginina 362 también aportaria a la carga de compuerta.

Cerrado Abierto

Extracelular

R368
Liazi!
I

Ik3z4])
| 1

R377

Figura 38. Movimiento del segmento S4 durante la activacién del canal Shaker.

El dibujo esquematiza el segmento S4 y la region de la proteina que rodea al segmento en una
subunidad, en la conformacién cerrada y abierta. En el estado cerrado cinco residuos (363-
367) cubren la distancia entre el medio extracelular e intracelular, dejando s6lo un residuo
béasico (R365) inaccesible al reactivo tiol. Esta distancia corresponde a 8 A si los residuos
formaran una o-hélice, o a 18 A si estuvieran en conformacién hoja B. Una hendidura en la
proteina permitiria el acceso a los residuos A359 y R362 desde el medio externo. Cuando
ocurre el cambio a la conformacion abierta, el segmento S4 se mueve hacia afuera y la
hendidura desaparece, dejando de 9 a 12 residuos inaccesibles. (Figura modificada de Larsson
y col. 1996)
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A la luz de estos resultados, es sorprendente que aunque 4Slo posee tres de los
residuos basicos equivalentes a los cuatro residuos que en Shaker se ha determinado
que son responsables de la dependencia del potencial, su dependencia de potencial sea
tanto mas baja: 4,4 cargas en hSlo (Stefani y col. 1997) y 13 cargas en Shaker. Una
explicacion posible para este hecho es que uno de estos tres residuos, la arginina 207
no contribuye a la carga de compuerta por canal. En cambio el residuo equivalente de
Shaker (R365) contribuye con 5 cargas electrénicas (Seoh y .col. 1996). Mis adn, el
residuo E293 del segmento S2 de Shaker es parte del sensor de potencial (Papazian y
col. 1995; ver Planell-Casels y col. 1995) contribuyendo a €l con 6 cargas electrénicas
(Seoh y col. 1996). Este residuo es uno de los residuos acidicos conservados de los
segmentos S2 y S3 de los canales Ky (Wallner y col. 1996). En la posicién equivalente
de los canales K, el residuo corresponde a una tirosina (Y163). La carencia de este
aminodcido negativo podria contribuir a la menor dependencia del potencial de ASlo.

Los resultados obtenidos con las neutralizaciones de los residuos E293 y R365
de Shaker son inesperados y ponen una luz de alerta en la interpretacion de los
resultados de mutagénesis. Como los canales de K* son homotetrameros, la
neutralizacién de un residuo cargado del sensor debiera reducir en cuatro el nimero de
cargas de compuerta, si dicho residuo se mueve en la totalidad del campo eléctrico
durante la activacién del canal. Si la neutralizacién de un residuo produce una
disminucién mayor que ésta, el resultado implica que el residuo ademdas de participar
con su carga en el sensor, determina la forma del dieléctrico donde el resto de las

cargas se mueven. Asi entonces, estrictamente no se puede descartar que una parte de
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los efectos obtenidos con la neutralizacién de las argininas 207, 210 y 213 de ASlo

tenga su origen en la modificacion del dieléctrico.

5. Limitaciones de las medidas de z,,.

El método de la pendiente limite (MPL) confirmé que sélo las argininas 210 y
213 son capaces de modificar el nimero de cargas de compuerta acopladas
energéticamente a la apertura del poro de ASlo. Un método independiente para medir el
nimero total de cargas de compuerta por canal es evaluar la raz6én entre el movimiento
de carga total (Q) y el nimero de canales activos (N) en el mismo irea de membrana
(Schoppa y col. 1992; Nocetti y col. 1996; Seoh y col. 1996). Este método (Q/N) fue
aplicado s6lo recientemente al canal ASlo (Stefani y col. 1997), encontrdndose 4,4
cargas equivalentes por canal. Este resultado indica que el valor de z,, obtenido
ajustando la distribucién de Boltzmann a los datos o con el MPL subestiman la carga
de compuerta total de hSlo en aproximadamente 2,9 cargas. Sin embargo, hay que
tener en cuenta que como el método Q/N evalia la carga total a partir de las corrientes
de compuerta, puede incvlui’r en esta determinacién movimientos de carga que no estin
acoplados a la apertura del canal (Noceti y col. 1996).

Almers (1978) demostr6 que para una via de activacién que sigue una secuencia
lineal de estados cerrados que terminan en un solo estado abierto, si la activacién
tiende a cero, la pendiente de la curva de activacién graficada en una ordenada

logaritmica alcanza un mdximo (“pendiente limite”), el cual es independiente del

- ey ———
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nimero de estados. Este método permite una buena estimacién de la carga de
compuerta, pero en ciertas condiciones puede llevar a estimaciones erréneas. Schoppa
y col. (1992) reportaron que mutaciones que no modifican el nmimero de residuos
cargados del sensor de potencial putativo pueden cambiar el equilibrio de las
transiciones dependientes del potencial de manera tal que la pendiente limite sélo
puede ser alcanzada a valores de P, extremadamente bajos. En este caso el MPL
subestima el nimero total de cargas de compuerta pues la pendiente limite se alcanza a
valores de P, demasiado bajos para ser medidos. Noceti y col. (1996) y Sigg y
Bezanilla (1997) revisaron la aplicacion del MPL a modelos de activacién mds
complejos que la via secuencial con un estado abierto final. Si el modelo es lineal con

dos estados abiertos (O, y O,) luego del estado cerrado (C):

el MPL pierde su validez pues no considera la carga movida en la transicién entre los

estados abiertos (q,) (Noceti y col. 1996; Sigg y Bezanilla, 1997). Si el modelo posee

estados abiertos que se ramifican desde un estado cerrado:

q 0}
=
qz\toz

la transicion con la barrera de energia més baja a potenciales negativos predominard y
el valor de z,, obtenido corresponderd al de la carga transportada en esa rama.
En el caso de los canales K,, se requieren al menos tres estados abiertos para

ajustar los datos de canal tinico (McManus y Magleby, 1991; Silberberg y col. 1996).
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Por lo tanto, se espera que el MPL de un valor inferior de z,, que el obtenido de las

medidas de corriente de compuerta y del niimero canales presentes.

6. Las mutaciones que suprimen la expresion de las corrientes hSlo plantean

interacciones posibles entre los residuos cargados de los segmentos S2, 53y §4.

Desde el punto de vista estructural, los resultados obtenidos con las mutaciones
del segmento S4, sugieren que la estructura del sensor de voltaje del canal K, ASlo es
distinta de la del sensor del canal K, Shaker. Todas las mutaciones simples de este
segmento originaron canales funcionales, es decir, canales capaces de conducir
corriente i6nica. Las mutaciones incluyeron a aquellas en que los residuos basicos
conservados fueron neutralizados o revertidos en su carga como también aquellas en
que los residuos dcidos, polares o hidréfobos, pero que en el canal Shaker son bésicos,
se neutralizaron o mutaron por residuos cargados positivamente. SoOlo una
neutralizacién simple en el segmento S3, (4cido glutdmico 180 a glutamina) fue capaz
de suprimir la expresion funcional (comunicacion personal, Tesis para optar al grado
de Bioquimica, Julio Amigo) (Fig. 39). Estos resultados difieren notablemente de los
reportados para el canal Shaker. En este canal la neutralizacion o reversion de carga de

los residuos K374 y R377 en el segmento S4 eliminan la expresiéon (Papazian y col.

-1991; Papazian y col. 1995; Tiwari-Woodruff y col. 1997). Adicionalmente la

reversion de la carga del residuo acidico E283 del segmento S2 reduce en un 50% la -

cantidad de la forma madura de la proteina Shaker. La reversion de la carga de los
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residuos D310 y D316 del segmento S3 produce una disminucién de un 60% o 100%
de la forma madura de Shaker, respectivamente.

La supresion de la expresion inducida por estas mutaciones se ha explicado
proponiendo que los residuos cargados interactiian electrostaticamente con residuos de
carga opuesta, para formar pares idmicos o redes de cargas interactuantes que se
estabilizan entre si en el ambiente hidréfobo interno de la proteina. Al neutralizar un
residuo se elimina una de las cargas del par i6nico o de la red de cargas, generandose
un exceso de carga no apareada. Dado que energéticamente es desfavorable mantener
una carga en un medio hidréfobo, la estructura de la proteina se haria inestable,
.perdiendo su configuracion funcional (Papazian y col. 1995). Los experimentos de
supresion intragénica han permitido establecer cudles son las interacciones entre los
residuos cargados de los segmentos S2, S3 y S4. La metodologia se basa en la
capacidad de una mutacién secundaria de suprimir un defecto inducido por una
mutacioén primaria, en la funcién bajo estudio. Esta metodologia se usa normalmente
para establecer interacciones electrostiticas entre aminodcidos con carga opuesta en
una proteina (Papazian y col. 1995). En el caso de Shaker, la mutacién primaria, por
ejemplo K374E, tiene como resultado una pérdida de la expresi6n funcional del canal,
pérdida que es suprimida por una mutacién secundaria (E293), que restaura la funcién.
Es asi que en el caso de Shaker se estableci6 que el dcido glutdmico 283 del segmento
S2 forma una red de cargas que se estabilizan entre si con las argininas 368 y 371 del

segmento S4, y que la lisina 374 del segmento S4 interactiia con el glutdmico 293 del

segmento S2 y con el aspartico 316 del segmento S3 (Fig. 39).
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La neutralizacion del glutamato 180 en el segmento S3 de kSlo (E180Q)
suprime la expresion (Fig. 39). En Shaker el residuo equivalente es el aspartato 310. A
diferencia de hSlo, la neutralizacion de este residuo (D310N) produce canales
funcionales; adicionalmente la mutacioén de inversién de la carga (D310K) suprime las
corrientes idnicas y reduce la cantidad de proteina madura en un 60%. Por otro lado,
la neutralizacion de la arginina 210 (R210Q o R210N) o de la arginina 213 (R213Q)
produce canales funcionales. Sin embargo, la mutacién doble en que las argininas 210
y 213 del segmento S4 se neutralizan simultidneamente suprime la expresion. Estos
resultados son consecuentes con una interaccién del residuo negativo E180 en el
segmento S3 con los residuos cargados positivamente R210 y R213 del segmento S4
(Fig. 39). Cuando una de las argininas es neutralizada el glutamato 180 aun podria ser
estabilizado por la arginina restante. Sin embargo, al neutralizar el glutamato 180 las
dos argininas del segmento S4 quedan sin su contracarga, lo que tendria como
resultado una desestabilizacion de la estructura asociada a la pérdida de funcién.

La pérdida de 1;1 expresién inducida por la mutacién de neutralizacién o
inversién de la carga de la lisina 374 de Shaker (glutamina 216 en ASlo), puede ser
contrarrestada por mutaciones supresoras del aspartato 316 en el segmento S3 o del
glutamato 293 del segmento S2. En ASlo este tltimo residuo corresponde a una tirosina
(Y163). Se podria sugerir entonces que hSlo, a pesar de tener una glutamina en
posicién 216, es funcional porque en la posicion 163 se encuentra un residuo no

cargado. Todos estos resultados indican diferencias entre los segmentos S2, S3 y S4 de

v
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‘ Shaker hSlo
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(Papazian y col. 1995; Tiwar-Woodruff y col. 1997)
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~-R371 E293-__n"’

Figura 39. Interacciones electrostiticas putativas de los residuos cargados de los segmentos
S2, S3 y $4 de hSlo.

En la parte superior se esquematizan los segmentos hidréfobos S2, S3 y S4 del canal Ky
Shaker y del canal K¢, #Slo. En cada caso, los residuos que forman parte del sensor de
potencial se resaltan en letra itdlica grande. Las mutaciones que suprimen la expresién de
corrientes estin marcadas con una X indicindose entre paréntesis los aminoicidos
introducidos. En ASlo sélo una mutacién simple en el segmento S3 (E180Q) suprime la
expresién. En el segmento S4, las mutaciones en que las argininas 210 y 213 se neutralizaron
simultineamente suprimieron la expresion. Estas corresponden a la mutacién doble R210N-
R213Q y a la mutacién triple R207Q-R210Q-R213Q, y se indican con un paréntesis de llave.
Las lineas punteadas indican las interacciones descritas en el canal Shaker y las interacciones
propuestas para ASlo.

hSlo y Shaker y sugieren que la estructura del sensor de potencial en estos canales es
diferente. Un resultado que recalca esta sugerencia es el encontrado con un grupo de

mutantes de Shaker en que se neutralizaron dos, tres o cuatro de los residuos que

forman parte del sensor de potencial (E293, R365, R368, R371), en forma simultinea.
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Sorprendentemente, todos los mutantes son funcionales (E293Q-R368N, R368N-
R371Q, E293Q-R368N-R371Q, R365N-R368N-R371Q y E293Q-R365N-R368N-
R371Q), incluso aquellos andlogos a los mutantes no funcionales de %Slo R210N-

R213Q y R207Q-R210Q-R213Q (R368N-R371Q y R365N-R368N-R371Q en Shaker)

(Seoh y col. 1997).



1.

4.

CONCLUSIONES

Los canales #Slo fueron expresados exitosamente en oocitos de Xenopus laevis. En
este sistema heterdlogo las corrientes macroscOpicas poseen caracteristicas que
concuerdan plenamente con los rasgos de los canales K., observados en los tejidos

nativos.

Los canales hSlo son bloqueados por el Ba’* contaminante presente en el medio
interno. Este bloqueo se manifiesta en forma de una inhibicién dependiente del tiempo
y del voltaje de las corrientes macroscopicas. La concentracion de Ba’* contaminante
alcanza a ~ 70 nM. Esta inhibicion desaparece al agregar al medio interno un éter
corona que une Ba’* con una constante de disociacién de ~ 10" M. De estos
resultados se deduce que los canales /Slo expresados en 0ocitos no poseen un proceso

de inactivacion dependiente del potencial.

Los canales hSlo silvestres son dependientes del potencial. La dependencia del
potencial concuerda con el movimiento de 1,5 cargas equivalentes de compuerta en el

campo eléctrico.

La activacién de los canales 4Slo puede ser dependiente o independiente de la [Ca®*]

del medio interno. Si la [Ca®*] es menor que ~ 100 nM, los canales se activan en
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forma puramente dependiente del potencial. Para [Ca**] mayores que ~ 100 nM, el
Ca®* facilita la activacién, de manera que el potencial en que se alcanza el 50% de la

conductancia mixima disminuye a medida que la [Ca**] se incrementa.

5. El resultado descrito en el parrafo 5 permite descartar directamente el modelo de
activacion idnica. Los resultados indican que los canales /Slo poseen un sensor de

potencial intrinseco.

6. El sensor de potencial de ASlo esta formado en parte por el segmento transmembranal

S4. Los residuos involucrados en €l son las argininas 210 y 213.

oo
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APENDICES

I. Calculo de la constante de disociacién del complejo Ba**-A18C6T.

La constante de disociacién (K,*) del complejo formado por Ba’* y el éter
corona quelante de Ba®*, dcido (+)-18-corona-6-tetracarboxilico (A18C6T; ver figura
10, Métodos), no se encuentra descrita en la literatura. Para determinarla se realizé un
experimento de titulacién del Ba>* con A18C6T, en donde la [Ba?*] libre ([Ba**]) se
determinG a partir de una de las propiedades del bloqueo por Ba** interno del canal K,
hSlo (seccion 2.2, Resultados): — e
o=k - [Ba*'] (20)
en donde a, la velocidad de establecimiento del bloqueo es directamente proporcional
a la [Ba’**]. La constante de velocidad o se determind a partir de la corriente
remanente fraccional (f;,) y de la constante de tiempo de la relajacién de la corriente,
Tp, Seglin las siguientes expresiones (seccidn 2.2, Resultados):
B=rfulp @1)
a =1y B (22)
Los experimentos se hicieron en presencia de 1uM de Ba®**. La [Ba’*] en
ausencia de A18C6T ([Ba**],) es igual a la [Ba®*] total ([Ba®*],), igual a 1 pM. En
! este caso:

Oy = kon ) [Ba2+]0 (I-]-)
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donde o, es la constante de velocidad de entrada al bloqueo en ausencia de A18C6T.
En presencia de una concentracién x cualquiera de A18C6T, la [Ba**] = [Ba**],. En
este caso:
oy =k, - [Ba""Ix I-2)
Al hacer la raz6n de las ecuaciones I-2 e I-1 tenemos:
oy / og = [Ba**]y / [Ba**], I-3)
de donde la [Ba**] a cualquier [A18C6T] se obtiene de:
[Ba**1y = (o / otp) - [Ba™*], d-4)
El éter corona es capaz de quelar K* con baja afinidad (KX = 3,3 - 10%,
Dietrich, 1985). Como en el experimento la concentracién total de K* ([K*],) fue
110.000 veces mayor que la concentracion total de Ba®>* ([Ba**];; [K*]; = 110 mM;
[Ba**]; = 1 pM), la interaccién del A18C6T con K* debié ser considerada en el
cdlculo. Por otro lado, la [Ca’*]; usada en este experimento fue de 100 pM. Sin
embargo el éter corona tiene alta afinidad por Ca** (K, = 10%, Dietrich, 1985), por
lo que esta interaccién también debe ser tomada en cuenta en el célculo de la K.®. Los

equilibrios considerados fueron los siguientes:

KdBa

A18C6T + Ba’* ———— AI8C6T - Ba** (EI-1)
KdCa

A18C6T + Ca** A18C6T - Ca’t (EI-2)
KdK

A18C6T + K*

A18C6T - K*¥ (EI-3)
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donde K, , K, y K son las constantes de disociacién de los equilibrios EI-1, EI-2

y EI-3 respectivamente. A su vez, las constantes estdn definidas por:

K, = [AI8C6T] - [Ba’*] | [A18C6T - Ba*'] . d-5)
K = [AI8C6T] - [Ca**] | [AI8CET - Ca*] 1-6)
K = [418C6T] - [K*] | [AISC6T - K*] a7

donde [AI18C6T] es la concentracién del éter corona libre, [Ba**], [Ca**] y [K*] son
las concentraciones de Ba**, Ca** y K* libres, y [AI8C6T - Ba**], [AI8C6T - Ca**] y
[AI8C6T - K*] son las concentraciones de los complejos del éter corona con Ba*,
Ca** y K* respectivamente.

Las concentraciones totales de los iones Ba**, K* y Ca®* est4n dadas por:

[Ba**J, = [Ba**] + [AI8C6T - Ba**] (I-8)
K} = [K*] + [AI8C6T - K*] I9 -
[Ca** . = [Ca**] + [A18C6T - Ca*'] (I-10)
de donde se obtienen las concentraciones de cada uno de los complejos: v
[AI8C6T - Ba**] = [Ba**], - [Ba**] (I-8a)
[AI8C6T - K*] = [K*], - [K*] (I-92)
[AI8C6T - Ca’*] = [Ca**}. - [Ca®**] (I-10a)

La concentracién total de A18C6T (/418C6T},) es:

[A18C6T}. = [AI8C6T] + [A18C6T - Ba**] + [A18C6T - K*] +

[AI8C6T - Ca’] (I-11)

oo




Apéndices 173

" Utilizando la ecuacién I-5 para obtener /418C6T] y las ecuaciones I-8a, 1-9a e I-10a
para reemplazar la concentracién de los complejos de éter corona con Ba**, K* y Ca**

respectivamente, en I-11, tenemos:
[A18C6T}, = K;* - (jBa** [~ [Ba™)) / [Ba**] + ([Bd** ], - [Ba**)) +
(K}~ [K*)) + ([Ca® [~ [Ca®™ ) (-12)
que se simplifica a: |
[A18C6T]r = (/Ba** ;- [Ba™)) - (K/* /[Ba™*]+ 1) +
(K[~ [K*]) + ([Ca®* |- [Ca® ) (I-12a) .
En este punto es necesario expresar las concentraciones de K* y Ca’* en
funcién de constantes y cantidades conocidas. A partir de las constantes de disociacién
del Ba?* y del K* (ecuaciones I-5 e I-7) tenemos:
K/ - (B}, [Ba**)) / [Ba®*] = K} - (K*}- K]/ [K*]  (-13)
K - (Ba*J;- Ba™*]) - [K*] = K- [K*}; - [Ba”]- K[ - [Ba®*] - [K*I-13a)
y reordenando:
K] {K/* - (/Ba™* } - /éaz+ﬂ + K- Ba”} = K[ [K'})- [Ba] (1-13b)
por lo tanto la [K*] libre es:
K] =K [K'f- [Ba®™]/ {K/ - (Ba*];- [B&*)) + K[ - [Ba** ]} (1-14)
De un modo andlogo, la concentracién de Ca** libre ([Ca**]) se encontrd a
partir de las constantes de disociacién del Ba>* y del Ca’* (ecuaciones I-5 e I-6):
K[ - (Ba*};- [Ba** ) / Ba*] = K& - ([Ca**},- [Ca®*]) / [Ca®*]  (I-15) ‘

[Ca2+] {KdBa . ([Ba“],-[Ba”_D + cha . /Ba2+]} — cha . [Ca2+]T . /Ba2+] (I-15a)
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de donde la [Ca®*] es:
[Ca**] =K, - [Ca | - [Ba**]/ {K;* - ([Ba®* |- [Ba**}) + K, - [Ba®* ]}
| (I-16)
Reemplazando las ecuaciones I-14 e I-16 en I-12a se obtiene una expresién que
es una funcién de las concentraciones i6nicas totales, conocidas ([Ba’*]; = 1 pM;
[K*]; = 110 mM, [Ca’*]; = 100 uM), de la [A18C6T]; (variable), de la [Ba®*] libre
(determinada a partir de la ecuacién I-4) y de la constante K,** a calcular:
(Ba® - Ba**)) -(I + K;*/ [Ba**))
+ [K'f - {1- (K[ Ba*])/ [K/ - (Ba®*};- Ba** ) + K - [Ba** ]}
+ [Ca | - {1- (K - [Ba**])/ K - (Ba®*},- [Ba™*)) + K, - [Ba** [}
- [AI8C6T}. =0 (I-17)
El valor de la K, se obtuvo buscando numéricamente aquel valor que hiciera
la ecuacion I-17 igual a 0, para las distintas concentraciones de A18C6T usadas en la

titulacién. El valor obtenido fue: K = 1,6 - 107° (M).

II. Pendiente limite.

El numero total de cargas de compuerta (z,,/im) fue obtenido a partir del ajuste
de la ecuacién 24 (Resultados) a los datos de P, en funcién del potencial, en el

intervalo de probabilidades de 0,001 a 0,01:

Po=A-exp [z lim-F-V/R-T)] Q7
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Esta expresion es la aproximacién monoexponencial de la distribucién de Boltzmann
en el limite para potenciales muy negativos, donde 4 es la amplitud de la exponencial.
Con este fin los datos fueron graficados con la ordenada en escala logaritmica,
pues a probabilidades bajas (P, = 0,01 a 0,001) la relacién P,-V graficada en esta
forma se hace lineal.
Esta aproximacion proviene del trabajo de Almers (1978) en que demuestra que
en un modelo lineal dependiente del potencial, con n estados en donde sélo el tltimo

estado es un estado abierto:

K,(V) K,(V) Ky(V) K1 (V)
Cl ‘——; C2 4—.———: C3 ‘:» C4 ...... Cn-l ‘.:—._.»On (EII"].)

se cumple que la pendiente de la curva de probabilidad del estado abierto (P,) en
funcién del potencial, graficada con una ordenada logaritmica alcanza un maximo
(pendiente limite) que es independiente del mimero de estados, cuando la P, tiende a 0.
En esta condici6n, la pendiente es proporcional a la suma de la carga de compuerta que
se mueve en todas las transiciones (carga total).
La P, para el esquema EII-1 se define como:
P,=0/(C,+C+C;+... ..+C,,;+0,) (II-1)
Po=1/(1+C/0+C/0O+Cy/0+... ...+C,,/0) (11-2)
Podemos definir las constantes de equilibrio de las transiciones del esquema

- EII-1 como:

Ki=C/Cy=exp-(z;-(V-V;)-a (I1-3)
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donde a = F/ (R - T), z; es la carga de compuerta que se mueve en la transicién i, y V;
es el potencial en que K, = 1.

Las constantes de equilibrio para las transiciones mostradas son:

K() =K, =C,/C, (I-4)
K(V) =K,=C,/C, (I-5)
K((V) =K, =C,/C, (I-6)

K. (V) =K, =C.,/0, {1-7)

De estas expresiones se puede obtener respectivamente:

C, =K, -G, (11-4a)
C, =K, C (II-5a)
C, =K, C, (1-6a)

C., =K, 0, (I1-7a)

Reemplazando sucesivamente las expresiones II-4a, II-5a, II-6a y II-7a en la ecuacién
I1-2:
Po=1/(1+K,'K;"K;+... .. K, +K,"K;-... ... K, +
K;io oK +... ..+K.) (I1-8)
De Ia definicién de las constantes (ecuacién II-3), la expresién queda:
Po=1/{1+[exp-z,- (V-V)-a)-exp-z,- (V-V,)-a)
cexp-zz-(V-V;)-a)-... .cexp-(z,-(V-V,) a]+
lexp-(z;- (V-V,)-a)-exp-(z;- (V-V;)-a)- ...

vt @XP (20 V-V, ) - a)] +

]
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exp-(z;- (V-V;)-a)-... ...-exp-(z,,-(V-V,,)- -a] +...
et €xp -, (V-V,y) - a)} (I1-9)
expresion que se puede reordenar a: T
Po,=1/{1+K,-[exp-(z; +2,+2;,+... ...2,y) V- -a+
Ky-[exp-(z, + 23 +... ..2,) - V-a+
K’;-fexp-(z3 +... ..2,)-V-a-+..
o + K, [exp-@z,) - V- a {I-10)
donde K’; = exp -(a + 2 (z; - V;)). Cuando V — -co, el primer término exponencial del
denominador de la ecuacién II-10 crece a una tasa mayor que el resto de los términos.
Estos se pueden despreciar en relacién al primero, y la expresién se simplifica a (si V

—> -00):

Po=1/{K) [ep-G;+ 2+ 2+ Zu) V-a}  (U-11) Sl

Py,= K’ -[exp (z;, + 2, + 23 +... ..2,) " V-a] T1-12)
En esta condicién P, — 0. Es decir, .a P, bajas, la carga de compuerta movida tiende a
la carga total:
2y =T+ 2y (I1-13)
Adicionalmente, si obtenemos el logaritmo de la ecuacién II-12, tenemos:
InPy= In{K’,-exp (z,, - V- a)} (I1-14)
InPo=InK’; + (@, V-a (1I-142)

La pendiente de esta expresion es:
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d(inPy)/dV = d @z, -V-a)/dV (I1-15)

dinPy)/dV= (, F-/R-T) (11-16)
Es decir, a valores infinitesimales de P,, la pendiente tiende a un méximo que es igual
a la carga total z,, (z,/im). El valor de z,, se puede calcular de los datos

experimentales a partir de la ecuacién II-16 como:

2, =[R-T/F]-d(nP,/dv (II-17)
o:
Zy=[R-T/F]-(1/P,)-d(P,)/dV (I1-18)
que se aproxima a:
Z,=I[R-T/F]-(1/P,) AP, / AV (I1-19)

HOI. Inhibicion de la union de IbTX por Na*.

El ensayo de unién de iberiotoxina (IbTX) a los canales ASlo expresados en
oocitos, se hizo en un medio cuya concentracién de Na* es 96 mM. Koschak y col.
(1997) describieron que el Na* inhibe la unién de ["PIJIbTX-D19Y/Y36F con una
constante de inhibicién de 28 mM y un nimero de Hill de 1. Para estimar la fraccién
de canales unidos a IbTX (fz.c), se supuso que el Na* y la IbTX compiten por el mismo =

sitio en el canal, de acuerdo al siguiente esquema:

- v we
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Kp
bTX + C «———— ITX-C (EHI-1)
+
Na*

-
Na*-C
En este esquema el canal (C) puede unir iberiotoxina (IbTX) o Na* para formar los
complejos IbTX-canal (IbTX-C) o Na*-canal (Na*-C), cuyas constantes de disociacién
son K, y K|, respectivamente. La fraccion de canales bloqueados por la toxina, (frx.c)
en el equilibrio es:

Jorxc = IDTX-C] / (IbTX-C] + [C] + [Na*-C]) (-1)
donde los paréntesis cuadrados denotan las concentraciones de las especies en el
equilibrio. Reordenando:

Jwrxc =1/ {1 + ([C] / [ITX-C]) + ([Na*-C] / [IbTX-C])} (I11-2)
La constante de disociacién del complejo IbTX-C, se define como:
K, = [IbTX] - [C] / [IbTX-C] (I1I-3)
y de esta obtenemos:
K, /[IbTIX] = [C]/ [IbTX-C] (I11-4)
que se reemplaza directamente en el segundo término de la ecuacién III-2:
Jurxc=1/{1 + (Kp /[IbTX]) + ([Na*-C] / [[bTX-C])} (II-5)
Adicionalmente, de la definicién de K, tenemos:

[IbTX-C] = [IbTX] - [C] / K, (II1-6)
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y tomando en cuenta la definicion de K:
K, = [Na®] - [C] / [Na*-C] (I1-7)
obtenemos la concentracién del complejo [Na*-C]:
[Na*-C] = [Na"] - [C] / K, (III-8)
reemplazando ahora las ecuaciones III-6 y III-8 en III-5, para obtener:
Jorxc =
1/7{1 + (K /[IbTX]) + (INa™] - [C] - Kp, / (K, [IBTX] - [C]))}  (UI-9)
que luego de simplificar y ordenar queda como la ecuaciéon 9 de los métodos
(ecuacién de Gaddum):
Jre =1/[1+ K, /[IbTX] - (I + [Na*]/K)] )] -
Esta expresién permite calcular el limite inferior de la fraccién de canales con
toxina unida, f7.. , considerando que la unién de un ion Na* imposibilita totalmente al

canal de unir toxina.



