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RESUREN

La activaci6n de los canales de K+ dependientes de Ca2+  (Kca) es modulada por

el potehcial electrico y por el Ca2+  intracelular.  La conductancia macrosc6pica de una

poblaci6n  de  canales  Kca  aumenta  cuando  la  membrana  se  despolariza  o  cuando  la

concentraci6n intracelular de Ca2+ ([Ca2+]) se incrementa.

El  origen molecular  de  la  dependencia  de  potencial  de  los  canales  Kca  no  ha

sido claramente elucidado, pero se puede explicar con el movimiento de un  "se#sor"

de potencial intrfuseco en el campo el6ctrico transmembranal.  El sensor es un dominio

cargado o dipolar de la proteina que esta acoplado al mecanismo de apertura y cierre

(coxpz!eJta) de la via de conducci6n del canal.  Cuando la membrana se despolariza, el

sensor de potencial se reubica en el campo e induce un cambio en la conformaci6n de

la compuerta.  Este cambio permite a su vez el paso de los  iones a trav6s de la via de

conducci6n  del  canal.  En  los  canales  de  Na+,  de  K+  y  de  Ca2+  dependientes  del

potencial  se ha  demostrado  que  el  sensor  de  potencial  es fa  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 Kca clonado del miometrio humano  (rfesJo)  se realiz6 mutag6nesis

dirigida  del  sensor  de  potencial  putativo:  el  segmento  S4.  Si  el  movimiento  de  un

aminoacido cargado  en el campo  el6ctrico  es fa acoplado  a  la  activaci6n del  canal,  la

neutralizaci6n de dicho, aminoacido  debe  inducir una disminuci6n de  la  dependencia

del potencial en el canal mutado.
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Resumen

La  dependencia  del  potencial  y  del  Ca2+  de  los  canales  se  estim6  midiendo

corrientes i6nicas macrosc6picas, utilizando la t6cnica de potencial controlado (."pczfch

c/amp") en macroparches de membrana de oocitos de Xc#opus /c[evj.J.  Con este fin, 1os

oocitos se inyectaron previamente con mRNA del canal silvestre (WT) o de cada uno

de los canales mutantes.

Los  canales  fesJo  WT  expresados  en oocitos  son dependientes  del potencial y

del  Ca2+.  Cuando  los  canales  se  activan  con  potenciales  mayores  que  100  mv,  las

corrientes macrosc6picas presentan un proceso de inhibici6n dependiente del tiempo y

del potencial:  la corriente crece, alcaliza un maximo y luego decae.  Este fen6meno fue

caracterizado  y  se  concluy6  que  la  inhibici6n es  un proceso  de  bloqueo  inducido  por

cantidades contaminantes de Ba2+ presentes en el medio de la cara intracelular del canal.

La dependencia del potencial de fas/a se describi6 ajustando una distribuci6n de

Boltzmann a las curvas de conductancia (curvas G-V).  Los parametros de ajuste son el

potencial  en  que  se  alcanza un  50%  de  la  conductancia  maxima  (V,,2)  y  el  ndmero

aparente   de   cargas   de   compuerta   (zap,).   La   dependencia   del   potencial   de   fesJo

corresponde  al  movimiento  de  1,5  cargas  equivalentes  a  trav6s  de  todo  el  campo

electrico.

En el dominio del Ca2+, la activaci6n de fesJo puede ser sensible o iuseusible a

la  [Ca2+].  Cuando  la  [Ca2+]  es mayor que  100 nM,  el aumento de la  [Ca2+]  facilita la

activaci6n,  desplazando  las  curvas  G-V  hacia  potenciales  hipexpolarizados:   el   V„

decrece a medida que la [Ca2+] aumenta.  Sin embargo,  cuando la [Ca2+] es menor que

a;100  nM,  el  V]„  se  hace  independiente  de  la  [Ca2+].  En  esta  condici6n,  los  canales

pueden ser activados por el potencial sin que cambios en la [Ca2+]  alteren el V],2 de las

xviii



Resumen

curvas  G-V.   Este  resultado  implica  que  fesJo  debe  tener  un  sensor  intriuseco  de

potencial.

Los  efectos  de  las  mutaciones  del  segmento  S4  en  la  activaci6n  de  fes7o,  se
r

explicaron  en  terminos  de  un modelo  cirfetico  de  seis  estados,  caracterizado  por  el

ndmero  de  cargas  de  compuerta  (z),  la  diferencia  de  energia  libre  entre  los  estados

cerrados  y   abiertos   en  ausencia  de  potencial   electrico   (4Go),   las   constantes   de

disociaci6n  de  la  uni6n  de  dos  iones  Ca2+   (KDA  y  KDB)  y  la  disminuci6n  del  AGo

inducida por  la uni6n de uno  o  dos  iones  Ca2+  (4  y 8).  El  analisis  de  los  mutantes

indica que s61o dos residuos positivos  se miieven en el campo  electrico:  las  argininas

210 y 213.  El desplazamiento de estos residuos en el campo electrico es fa acoplado a

la activaci6n del canal. La neutralizaci6n de estos residuos reduce la carga aparente de

compuerta  en  aproximadamente  un  50%.  La  mutaci6n  de  estos  residuos  como  asi

tambien de la arginina 207 modifican el parinetro 4Go.  La mutaci6n de la arginina

201,   leucina  204,   glutamin.a  216  y  glutamato  219  no  afectan  la  dependencia  del

potencial de fesJo y solo producen cambios menores en 4Go.

Los  resultados  permiten  concluir  que  el  canal  Kca  fesJo  posee  un  sensor  de

potencial  intrfuseco,  coustituido  en parte  las  argininas  210  y  213.  Por  otro  lado,  el

proceso de inhibici6n observado con potenciales mayores  que  100 mv es un bloqueo

por Ba2+  interno.  Se descart6 asi que fesJo posea un proceso de inactivaci6n intriuseca,

dependiente de potencial.
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ABSTRACT

Calcium-dependent high-conductance K+  charmel  afaa)  gating  is modulated by

trausmembrane  voltage  and  intracellular  Ca2+.   The  macroscopic  conductance  of  a

population   of   channels   increases   when   the   membrane   depolarizes   and/or   the

intracellular ca2+ concentration ([ca2+]) increases.

The molecular nature  of Kca charmel voltage  dependence has  not been clearly

elucidated yet,  although it can be explained by  the movement  of an intrinsic  voltage

Se#Sor in the trausmebrane electric  field.  The  sensor  is  a  charged  or  dipolar protein

domain  that  is  coupled  to  the  opening  and  closing  mechanism  (gczfc)  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  ious  to  cross

through  the  conduction pathway  of the  chamel.  In  voltage-dependent  Na+,  K+  and

Ca2+ chamels 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 Kca channel

cloned from human myometrium (fesJo) site-directed mutagenesis was perfomed 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.
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Abstract

Voltage   and   Ca2+   dependence   of  the   channels   were   estimated  measuring

macroscopic  currents,  with  the  patch  clamp  technique,   in  Xc#opur  /czcVI.a  oocytes

macropatches. With this goal, oocytes were previously injected with the mRNA of the

wild type (WT) or mutant chamels.

Wild type fesJo channels expressed in oocytes are voltage- and Ca2+-dependent.

If  the  chamels  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 maxinum and  then decays.  This  phenomenon was  characterized  concluding

that the inhibition process is a blockade induced by contaminant Ba2+  that exists in the

intracellular medium of the charmel.

Voltage  dependence  of fesJo  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  (zcg).  Voltage dependence of

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

electric field.

In the Ca2+ domain, fesJo gating has to stages. If [Ca2+]  is greater than 100 nM,

a    [Ca2+]    increase   facilitate   the   activation,    shifting   the   G-V   curves    towards

hyperpolarized potentials:  V,ra decreases as [Ca2+]  increases.  However,  when [Ca2+I  is

lower  than  100  nM,  V,„  is  [Ca2+]-independent.  In  this  condition  chamels  can  be

activated by  voltage  and  [Ca2+]  changes  does  not  alter the  V],2  of G-V  curves.  This

result implies that fesJo has an intrinsic voltage sensor.
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Abstract

The effects of S4 segment mutations on fas/o 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 (4Go),  the dissociation constants

for  the  binding  of two  Ca2+  ious  (KDA  y  KDB)  and  the  4Go  decrease  induced  by  the

binding of one or two Ca2+ ions (4 and 8).

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

neutralization   of   these   amino    acids    reduces    the    apparent   gating   charge   by

approxinately  50%.  Mutation of these residues  as  well  as  the  arginine 207  modifies

4Go.  The  mutation of arginine 201,  leucine  204,  glutamine  216  and    glutamate  219

does not affect the voltage dependence of fesJo and induces just minor changes in 4Go.

The  results  allow  to  conclude  the  Kca  fas/o  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  Ba2+  blockade.  Thus,  the

presence of  an intrinsic voltage-dependent inactivation process in fes/a was discarded.

xxz.z.



INTRODUCC16N

1.   Antecedeutes Generates.

Los  canales  i6nicos  son  proteinas  integrales  de  membrana  cuya  funci6n  es

catalizar el trinsito de atomos  o mol6culas cargadas  a trav6s  de un medio hidr6fobo

caracterizado  por  una  constante  dielectrica  baja  (s  2;   Hille   1992),   como  son  las

membranas celulares.  Esta funci6n se logra debido a la existencia de un poro  acuoso

que  actha  como  via  de  conducci6n para  iones,  que  reduce  la  energfa  necesaria para

transferir la particula cargada desde el medio polar (citoplasma,  espacio extracelular,

etc.)  al  espacio  hidr6fobo  intemo  de  la membrana  (I,atorre y Alvarez,  1996).  Sin la

existencia  de  estas  proteinas,  los  atomos  o  mol6culas  cargadas  no  podrian  entrar  ni

salir de la celula con la rapidez requerida por procesos electrofisiol6gicos,  tales como

el potencial de acci6n o la transmisi6n sinaptica.

Una de las caracteristicas mss llanativas de los canales i6nicos es su capacidad

de  ser  activados  por cambios  del potencial  el6ctrico  transmembranal  (Caterall  1986;

Hille  1992;  I,atorre  y  col.   1989).  Gracias  a  esta  caracterfstica  fundamental  de  los

canales  i6nicos  es  que  las  neuronas  y  c6lulas  musculares  poseen  la  capacidad  de

generar  y  conducir  sefiales  el6ctricas  que  permiten  el  funcionamiento  del  sistema

nervioso  y  motor.  Los  canales  responden  ademas  a  estimulos  tan  variados  como

neurotransmisores, homonas, lipidos, nucle6tidos y iones, y su capacidad de respuesta
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puede ser modulada por fosforilaci6n, 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 discrinina a los iones que pueden ser conducidos a trav6s

de el.  Es asi que hay canales que conducen especificamente ya sea   Na+,   Ca2+, K+ o

Cl-. Entre los canales con mayor selectividad se encuentran los canales de K+, que son

cerca de cien veces mas permeables al K+ que al Na+ (Hille 1992; Latorre y col.  1989;

Latorre   1994).   Por  otro   lado,   ciertos   canales   activados  por  neurotrausmisores   o

nucle6tidos   ciclicos   como   el   canal   receptor   de   acetilcolina   (RAc)   y   los   canales

activados   por   AMP   ciclico   (CAMP)   y   GMP   ciclico   (CGMP),   discriminan   may

d6bilmente entre diferentes cationes.  Es asi que estos canales pueden conducir a la vez

Na+, K+ y Ca2+ a{aupp,1991; Hille,1992; Fim y col.  1996).

El canal i6nico que sera objeto de estudio en esta tesis,  es un canal de K+  de

gran conductancia, activado por Ca2+ (Kca). Entre los rasgos que definen a este tipo de

canales se destacan: i. su gran conductancia, del orden de 100 a 300 pico Siemeus ®S,

en 100 mM Kcl sin6trico),  asociada a una alta capacidad de seleccionar iones K+  en

relaci6n a  otros  cationes,  y ii.  su sensibilidad  al potencial  transmembranal  y  al  Ca2+

intracelular.  Esta caracteristica, rinica de los canales Kca, pemite que estos canales se

activen  cuando  la  concentraci6n  de  Ca2+  intracelular  ([Ca2+I:)  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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2,.    Caracteristicas generates de los canales de K+  activados por col.cio.

2,.1   Corrieutes de K+  activadas por Cc[2+ .

Las primeras observaciones que indicaron que el calcio era capaz de regular la

permeabilidad de la membrana al K+ se hicieron en g16bulos rojos hace cuatro decadas

(Gardos,   1958;  Meech  1978).   Sin  embargo,  la  existencia  de  una  conductancia  de

potasio directamente dependiente de calcio fue propuesta por prinera vez en los afros

setenta. En esa 6poca se observ6 que al microinyectar calcio al citoplasma de neuronas

de 4p/ysz.cz  ca/zJor«z.ce se  inducia un descenso  de  la  resistencia de  la membrana,  que

estaba   asociado   a   una   hiperpolarizaci6n   (Meech   y   Strumwasser,    1970).    Esta

hipexpolarizaci6n podia ser prevenida por tetraetilamonio (TEA) extemo y el potencial

de inversi6n de la misma dependia de la concentraci6n de K+  de la soluci6n extema

Oreech,   1972;   Meech,   1974).   Tomando  en  cuenta  la  sensibilidad   al   Ca2+   y   la

capacidad de estabilizar el   potencial de membrana de  esta conductancia,  se propuso

que  esta  corriente  de  K+  acoplarfa  el  metabolismo  del  Ca2+  y  el  potencial  de  la

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

2..2,   Ca:I'ial,es de K+  activados por Cc[2+ .

Fue  solamente  una  d6cada  despu6s  que  se  obtuvo  evidencias  directas  de  la

entidad   molecular   responsable   de   esta    conductancia:    los    canales    de    potasio

dependientes` de  calcio.  Estos  canales  fueron  registra.dos  en  neuronas  de  vertebrados
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(Adams y   col.  1982),  en c61ulas cromafmes de bovino  Orarti,  1981),  en miotubos de

rata  Oallota y  col.  1981),  en  tfroulos  transversales  de  mdsculo  esqueletico  de  conejo

qatorre 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 Kcl 100 mM a 140 mM, sim6trico). Esta gran conductancia esfa

asociada a rna capacidad exquisita de discriminar cationes en favor del potasio. La raz6n

de pemeabilidad al Na+ en relaci6n al K+,  determinada a partir del potencial bii6nico,

¢Na+fl?K+ < 0.01) indica que a pesar de su gran capacidad de conducci6n,  estos canales

no  ham perdido  la  capacidad  de  seleccionar  al  K+,  pues  son cerca  de  cien veces  mfs

permeables  al  K+  que  al  Na+  a3latz  y  Magleby  1987;  Latorre  y  col.   1989;  hatorre

1994).  Sin  embargo,  ademas  de  los  canales  de  K+  de  gran  conductancia  QCc),  se

describieron canales de K+  dependientes de Ca2+,  cuya conductancia es baja (a; 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 Kc„  se ham

agrupado en rna clase distinta, denominada "SK" ®latz y Magleby 1987; Latorre y col.

1989; MCMarmus  1991).

2^3  Localizaci6n y funciones de los canales de K+  activados por Ca2+ .

Los canales Kca se encuentran en una gran variedad de c6lulas y tejidos,  como

por  ejemplo,  neuronas,  mtisculo  liso,  mtisculo  estriado,  c6lulas  secretoras,  epitelios,

fibroblastos  y  linfocitos  entre  otros  a3latz  y  Magleby   1987;   Latorre  y  col.   1989;
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MCManus  1991; Meech 1978; Toro  1991).  La diversidad de los papeles que los canales

Kca tienen en la fisiologia de la celula es muy amplia e inposible de detallar en esta tesis.

Con el fin de ilustrar esta diversidad se describifa brevemente algunos sistemas en donde

la funci6n de estos canales ha sido elucidada.

En neuroms y mdsculo de invertebrados, 1os canales Kca estin involucrados en la

fase ripida de repolarizaci6n del potencial de acci6n Oreech 1978) y por lo tanto son en

parte respousables de la foma de las espigas (Adams y col.  1982;  Elkins y col.  1986).

En neuronas de HeJdr, la entrada de Ca2+ asociada con la fase de ascenso del potencial de

acci6n permite  que  los  canales  de K+  dependientes  de  Ca2+  se  activen para inducir la

repolarizaci6n de la membrana (Crest y Gola 1993;  Gola y col.  1990).  Adicionalmente,

1a acumulaci6n residual de Ca2+ , debida al disparo repetitivo de potenciales de acci6n en

estas neuronas, 1leva a rna activaci6n progresivamente mas temprana de la corriente Kca,

que tiene como resultado una inhibici6n completa de los potenciales de acci6n (Crest y

Gola 1993).

La  segregaci6n  subcelular  de  canales  i6nicos  es  esencial  en  la  funci6n  de  las

c6lulas excitables  (Sheng y Wyszyuski,  1997).  Un ejemplo notable es  la colocalizaci6n

de canales Kca con canales de Ca2+ dependientes del potencial (CCV) en las zonas activas

de   liberaci6n   de   neurotrausmisor   de   los    terminales   presinapticos    de   la   uni6n

neuromuscular de  sapo.  Cuando  los  canales  Kca  son bloqueados  con caribdotoxina,  se

produce un aumento de la liberaci6n de neurotrausmisor.  La cercam'a de los canales Kca

con los canales CCV es tal que la entrada de Ca2+  a trav6s de los riltinos permitin'a la
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activaci6n rapida de los canales Kca, modulando asf la duraci6n del potencial de acci6n y

por lo tanto, 1a [Ca2+] en el terminal atobitaille y col.  1993).

Los canales Kca juegan un papel importante en el control de la actividad contrdetil

del mdsculo liso de dtero. El bloqueo especifico de estos canales con iberiotoxina abTX)

induce contracci6n del mtisculo uterino humano (Anwer y col.  1993; Toro y col.  1998).

Cuando  la  toxina  se  aplica  a  celulas  de  miometrio  humano  en oultivo,  se  induce una

despolarizaci6n de la membrana.  El cambio en el potencial de membrana produce a su

vez rna activaci6n de canales de Ca2+ dependientes de potencial que tiene como resultado

un aumento de la [Ca2+]j y la contracci6n del mdsculo liso (Anwer y col.  1993).

Se ha propuesto que los canales Kca presentes en el mtisculo liso de las arteriolas

cerebrales,   regularian  el   tono   vascular   intrinseco   a   traves   de   un   mecanismo   de

retroalinentaci6n negativa  a3rayden y  Nelson  1992;  Nelson  y  col.  1995).  Cuando  la

presi6n  intravascular  aumenta,  el  mtisculo  liso  de  las  arteriolas  se  despolariza  y  se

contrae como resultado de la entrada de Ca2+ a trav6s de canales de calcio dependientes

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

dependientes  de  Ca2+,  hipexpolarizando  la  membrana  y  relajando  el  mtisculo  liso

arteriolar;  los canales Kca funcionarian como sensores end6genos  del Ca2+  intracelular,

formando   parte    de   un   ciclo   de   retroalimentaci6n   negativa,    con   una    funci6n

vasodflatadora de las arteriolas ®rayden y Nelson 1992).  Ultimamente se ha propuesto

que  el  tono  vascular  intrfuseco  estaria  regulado  en  foma  fina  mediante  la  activaci6n

localizada  de  pequefios   grupos   de   canales   Kca,   inducida  por   "chispas   de   calcio"

("ctz/cz.#rm   xp¢rfu";   Nelson  y   col.    1995).   Las   chispas   de   calcio   cousisten   en  un
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incremento espontineo, transitorio y altamente localizado de la [Ca2+]j en los miocitos de     .-u,.      -t

las  arteriolas  cerebrales.  Las  chispas  se  deben a  la  apertura  de  canales  de  Ca2+  de  la

membrana del retfculo sarcoplasmico sensibles a ryanodina (Fay  1995), y es fan asociadas

a corrientes de salida, transitorias y espontineas (CSTE; Nelson y col.  1995). Las CSTE

dependen directamente de las chispas de Ca2+ y se deben a la apertura de canales Kca. Se

propuso que la regulaci6n del tono vascular se deberfa al  efecto hiperpolarizante de la

apertura de los canales Kca, pues tanto el bloqueo de las chispas de Ca2+ con ryanodina

como el de las CSTE con iberiotoxina, produce una despolarizaci6n de la membrana con

la consecuente coustricci6n de las arteriolas (Nelson y col.  1995).

Los  canales  Kca  tanbi6n  estin  involucrados  en  la  fisiologia  de  los  receptores
-     +,,`~.          ,t-..

olfatorios  Q4orales y col.  1995).  Cuando  las n;uronas  del epitelio  olfatorio de la rana

son expuestas  a  odorantes  prfuidos,  las  neuronas  desarrollan un potencial  de  receptor

hipexpolarizante que inhibe la descarga de potenciales de acci6n. Esta respuesta se debe a

rna corriente de K+  que depende del Ca2+ externo y es  inhibida por una concentraci6n    .

nanomolar de caribdotoxina,  un bloqueador peptidico de los  canales Kca  Oriller y  col.

1985).

3.    Caracteristicas moleculares de los canales de K+  activados por Ca2+ .

El clonamiento de los canales de K+ de gran conductancia dependientes de Ca2+,`

abri6 sin dudas, una nueva etapa en el estudio detallado de la estructura de estos canales
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y permiti6 establecer correlatos entre la estructura primaria de los diversos dominios con

la funci6n que estos tienen en el canal.

3.1   Clonandertto del canal Kca  de Drosophila.. slowpcke (dslo).

El clonamiento del primer canal Kca fue facilitado por la existencia de la mutaci6n

s/owpcke (SJo) en la especie Droropfez./a mcJczHogasfer.  Los mdsculos y neuronas de las

larvas y los mdsculos de los adultos de la mosca Drosopfez./a poseen corrientes de salida

dependientes  del  potencial  y  del  calcio  (Wul  y  Ganetzky  1992).  Una  de  6stas  es  una

corriente  de  K+  rapida,  trausitoria  y  dependiente  de  Ca2+  acF,  Salkoff,   1983).  Esta

corriente es especfficamente eliminada por mutaciones en el locus SJo  (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   gerfeticos   permitieron  establecer   la  localizaci6n

cromos6mica  del  locus  mutado  y  posteriormente  clonar  el  gen  SZo  (Atkinson  y  col.

1991).

3.2,  Sinulitudes   del   canal   Kch  dslo   con   los   canales   de   K+   dependiehies   del

potencial.

El clonamiento del canal Kca de Drosopfel./cz, s/owpckc (dsJo), demostr6 que estos

canales  son moleculamente  distintos  de  los  canales  de  K+  dependientes  del  potencial

q{v),  conformando  una  familia  s6lo  parcialmente  relacionada  a  ellos,  pero  que  sin

embargo  posee  caracteristicas  en comdn.  EI  DNA  clonado  de Drofopfez7cz  codifica un
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polipeptido  de  1183  aminoacidos.  El  andlisis  de  hidrofobicidad  del  p6ptido  deducido

mostr6  que  en  el  extremo  amino  de  dsJo  se  encuentran  seis  segmentos  hidr6fobos

(Alkinson y col.  1991), hom6logos a los segmentos presentes en otros canales de K+ (Jar

y Jan 1992). La zona de mayor similitud entre SZo y otros canales de K+ se encontr6 en

el dominio H5 o P, que es un dominio integrante de la via de conducci6n de los canales

de K+ (Jan y Jan 1992: Jan y Jan,1994; MacKinnon 1995).

Otra regi6n de ds/a con alta sinilitud a los canales dependientes del potencial es

el segmento hidr6fobo S4. La secuencia prinaria del segmento S4 de los canales de K+,

de Na+  y de Ca2+  dependientes del potencial,  posee un patr6n couservado,  coustituido

por cuatro a ocho residuos cargados positivamente (argininas o lisinas),  separados entre

sf por dos  aminoacidos hidr6fobos  (Catterall  1986;  Jar y Jam  1990;  Noda y  col.  1984;

Noda y col.  1986).  El. dominio S4 de dsJo fue acotado a un segmento que contem'a seis

residuos  cargados,  cuatro  de  ellos  positivamente,  mostrando  una  couservaci6n parcial

respecto a los canales Kv (Atkiuson 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 podrfa ser parte del sensor de potencial de estos canales

OToda y col.  1984,  Noda y col.  1986).  Esta hip6tesis fue verificada para los canales de

Na+  (Stiihmer y  col.  1989),  y posteriormente para  los  canales  de  K+  Q'apazian y  col.

1991) y de Ca2+ dependientes del potencial (Garcia y col.  1996).

I.a  secuencia g6nica clonada por Atkinson y  col.  (1991)  no  contem'a un cod6n

iniciador y por lo tanto no pudo ser expresada funcionalmente. Sin embargo, tomando en

cuenta que las mutaciones del locus £Jo elininaban selectiva y completamente la corriente
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de K+  activada por calcio,  ICF,  (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 p6ptido SJo

con las secuencias de los canales Kv conocidos en ese momento, se propuso que Sfo era

un componente estructural de los canales de K+  dependientes  de Ca2+  (Atkiuson y col.

1991).

Esta   proposici6n   fue   comprobada   posteriomente   cuando   el   canal   Kca   de

Drosopfez7cz  fue  clonado  y  expresado  funcionalmente  en  oocitos  de  Xc#opur  Zoew.s

(Adelman y  col.  1992).  I.a  estructura prinaria  deducida  que  obtuvieron estos  autores

couservaba las caracten'sticas descritas anteriormente para ds/a  (Atkinson y col.  1991);

asi  tambien,   las  caracteristicas  electrofisiol6gicas  de  los  canales  expresados   fueron

coincidentes  con  las  caracteristicas  descritas  para  los  canales  de  Kca  (Adelman y  col.

1992;  Latorre y col.  1989).  Entre otras se puede mencionar que los canales expresados

mostraron una seusibilidad al Ca2+ intemo y una dependencia del potencial comparables

a las descritas previamente para los canales Kca; la conductancia del canal tinico fue  120

pS  (en  120  mM  de  K+  sim6trico);  los  canales  fueron  inseusibles  a  los  bloqueadores

peptl'dicos  apamina y  caribdotoxina,  y  fueron  inhibidos  por el  tetraetilamonio  con alta

afinidad por el lado extemo  q€D zs  100 LLM,  a  100 mv) y con baja afinidad por el lado

intemo Q[D a 30 mM, a 100 mv; Adelman y col.  1992).
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3.3   Caracteristicas generates de los canales slowpoke.

En los  afros  siguientes  se clonaron canales Kca hom6logos  a dsJo,  de cerebro y

mtisculo esqueletico de rat6n (fflsJo,  Butler y col.  1993;  Pallanck y Ganetzky  1994) de

cerebro humano (fesJo, Dworetalry y col.  1994; Pallanck y Ganetzky 1994; Tseng-Crank

y col.  1994), de mdsculo liso de titero (Wallner y col.  1995) y aorta humanos Q4ccobb

y col.  1995) y del nematodo  C.  c/cgczHJ (Wei y col.  1996).  Las estructuras prinarias de

estos canales clomdos tienen entre si un alto grado de identidad. Estos canales se pueden

agrupar  en rna  familia  denominada  s7owpoke,  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  prinaria  del  extremo  amino  de  los  canales  Kca  comprende  siete

segmentos hidr6fobos putativamente trausmembranales  (S0 a S6) y un lazo entre los

segmentos S5 y S6 que forlnaria parte de la via de conducci6n (lazo P o H5; Fig.  1A).

Esta regi6n es analoga a la estructura central de seis  segmentos trausmembranales y

rna regi6n del poro Gig.  18) de uno de los mon6meros que coustituyen a los canales

Kv (Jan y Jam 1992).

ii. Los segmentos transmembranales S2,  S3 y S4 de los canales Kca clonados poseen

residuos cargados couservados en relaci6n a los canales Kv (Jam y Jam 1990; Waliner

y col.  1996). En el segmento S4 de los canales Kca se conserva parcialmente el patr6n

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



Ilttroducci6n

A hslo

Shaker

J2

Hgura 1.  Esquema de la conformaci6n putativa en la membrana del canal de K+ dependiente
de Ca2+, fesJo, y del canal de K+ dependiente del potenpial, £fecker.
A.  El canal Kca fesJo posee siete segmentos hidr6fobos trausmembranales,  denominados S0 a
S6, y un lazo P,  que forma parte de la via de conducci6n.  Los dominios Sl  a S6 y el lazo P
son analogos a las regiones equivalentes que se encuentran en Sfeczker (Fig.  18).  El segmento
hidr6fobo trausmembranal S0 presente en el extremo amino de fesJo permite la regulaci6n por
la subunidad P (Wallner y col.  1996; Meera y col.  1997). En la porci6n carboxilo terminal de
fesJo,  se encuentran 4 segmentos hidr6fobos (S7 a S10),  de los  cuales  al menos S9 y S10 son
citoplasmaticos  (Meera  y  col.   1997).  8.  El  canal  de  K+  dependiente  del  potencial,  Srfecker

posee seis segmentos hidr6fobos trausmembranales (Sl  a S6) y un segmento hidr6fobo P,  que
forma parte de la via de conducci6n. Se indica ademas la regi6n amino terminal citoplasmatica

que forma el dominio inactivante N o "bola" (a).
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aminoacidos hidr6fobos,  que es fa presente en los canales Kv e incluso en los canales

de Na+ y Ca2+ dependientes del potencial Q]ig.  2A).  La regi6n S4 de los canales S/a

posee s6lo tres argininas.  Eh las posiciones restantes de J/o el primer residuo positivo

en el canal de K+ Slfeczker esfa sustituido por un aminoacido hidr6fobo (leucina, L);  el

segundo  y  el  cuarto  por  uno  polar  (glutamina,  Q)  y  el  tiltimo  por  uno  cargado

negativamente (aspartato, D, o glutamato, E). (Fig. 2A).

En el segmento  S2 de los canales Kca J/owpoke,  hay un aminofcido positivo y  otro

negativo que estin couservados en los canales  de K+,  Na+  y  Ca2+  dependientes  del

potencial.  Un tercer aminofcido,  que es negativo en estos canales,  esta reemplazado

por rna tirosina en los canales s/owpcke (Fig. 28). Por tiltino,  en el segmento S3 se

encuentra un residuo  negativo  (aspartato)  que  es fa  absolutamente  couservado  en  la

familia de los .canales del S4 a]ig. 2C).

iii.  Los  canales  J/owpcke  poseen  una  gran  cola  carboxilo  terminal.   Esta  regi6n

comprende cerca del 70%  de la estructura primaria de estos canales  y posee cuatro

segmentos  hidr6fobos   adicionales,   denominados   S7   a  S10   (Fig.   1A).   Entre  los

segmentos S8 y S9 existe un lazo que no es couservado entre los canales SJowpoke de

DroSopfez7cz y  los  de vertebrados.  Sin embargo,  en la regi6n 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  citoplasmatico  en  el  cual  se

ubicarfa el o los sitios de uni6n a Ca2+ de estos canales Cross y col.  1996). Las bases

para  esta  proposici6n  provienen  de   la   interacci6n  del   inhibidor  de   la   tripsina

pancreatica de bovino @PTI) con la tripsina y con los canales Kca, y por otro lado, de
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la  similitud  de  la  estructura  primaria  conocida  y  secundaria  predicha  de  la  regi6n

carboxilo   terminal   de   los   canales   Kca  con  la   estructura  prinaria   y   secundaria

conocidas de la tripsina.  El peptido BPTI es capaz de inhibir a la tripsina pancreatica

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 Kca, efecto

que  es  revertido  especfficamente  por  la  adici6n  de  tripsina.  Analisis  de  secuencia

indicaron que la regi6n carboxilo terminal que comprende al segmento S10 del canal

Kca  de  bovino  posee  un  alto  grado  de  similitud  con  la  secuencia  primaria  de  la

tripsina,  y  su  estructura  secundaria  predicha  podria  conformar  un  dominio  con

estructura  terciaria  similar  a  la  de  la  tripsina  pancreatica   Oross   y  col.   1996).

Notablemente,  estas  proteasas  poseen un lazo  de uni6n de  Ca2+caracterizado  por la

presencia de mdltiples  residuos  negativos.  Los  canales Kca poseen en esta zona una

regi6n   rica   en   residuos   negativos,    que   formarfa   un   dominio   de   uni6n   de

Ca2+equivalente al de la proteasa Oross y col.  1996). Existen dos lineas de resultados

que  concuerdan  con  esta  hip6tesis:  a.  Experimentos  disefiados  para  establecer  la

topologfa del canal Kca fesJo indican que los segmentos S9 y SIO y el lazo entre ellos

donde  se  ubica  el  dominio  putativo  de  uni6n  al  Ca2+,  parecen  ser  intracelulares

Q4eera  y  col`.   1997);  b.  Experinentos  de  mutagenesis  de  la  regi6n  de  residuos

negativos  indican  que  dicho  dominio  forma  parte  de  un  sitio  de  uni6n  de  Ca2+

involucrado en la activaci6n del canal (Schreiber y Salkoff,  1997).
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Figura 2. Alineamiento de las regiones S2, S3 y S4 de los canales fes/a y dszo con canales de
K+, Na+ y Ca2+ dependientes del potencial.
La parte C y la leyenda de la figura se encuentran en la pr6xima pagina.
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Hgura 2.  Alineamiento  de  los  canales #S/a  y dsJo  con diversos  canales  de K+,  Na+  y  Ca2+
dependientes del potencial.
Los segmentos trausmembranales putativos S2, S3 y S4 (A, 8 y C respectivamente) se indican
con barras horizontales  en cada caso.  Los  segmentos  se definieron de  acuerdo  al  analisis  de
hidrofobicidad  y  a  la  abundancia  de  aminoacidos  hidr6fobos.  Los  aminoacidos  couservados
cargados   negativa   y   positivamente   se   destacan   con   fondo   gris   claro   y   gris   oscuro,
respectivamente.  Los ndmeros ubicados a la derecha de cada alineamiento indican la posici6n
del tiltimo aminoacido.  (Figura modificada de Wallner y col.  1996).

iv.   La  regi6n  amino  terminal  de  los  canales  Kca  posee  un  segmento  hidr6fobo

adicional denominado S0 Q]ig.  1A). Recientemente se demostr6 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 regi6n,  que es una

caracteristica  exclusiva  de  los  canales  Kca,  tiene  un  correlato  funcional  claro  pues

confiere a estos canales la capacidad de ser modulados por la subunidad P del canal

Kca Oreera y col.  1996; Wallner y col.  1996).
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3.4  Los candles Kca  son tetrdmeros.

A  diferencia  de  los  Kv  de  la  familia  S4,  tanto  los  canales  de  Na+  como  los

canales de Ca2+  dependientes del potencial estin formados por un solo polip6ptido  que

posee cuatro dominios  o  "pseudosubunidades".  Cada uno  de estos  dominios posee  seis

segmentos  transmembranales  qille,   1992).  Esta  observaci6n  llev6  a  pensar  que  los

canales Kv podrian ser homotetrineros del peptido de seis segmentos trausmembranales.

La hip6tesis fue demostrada experimentalmente para los canales de K+  dependientes de

potencial Slfeczker (Sft) (vcr Fig.  18) y el hom6logo de mam'feros Kvl .1, haciendo uso de

canales mutantes que poseen alterada la seusibilidad a ciertos bloqueadores OracKinnon,

1991; Liman y col.  1992).

Por analogia con los canales de la familia S4 se ha pensado que los canales Kca

son  tambien  terfumeros.   Los   resultados   que   apoyan  esta  hip6tesis   provinieron  de

experimentos  con  canales  silvestres  y  heterotetram6ricos  con  una  o  mas  subunidades

mutantes,  con  afinidad  reducida  al  bloqueador  TEA.  En  general  los  canales  Kca  son

bloqueados por el TEA con alta afinidad desde la cara extracelular (Vergara y col.  1984;

Latorre,  1994):  la  constante de disociaci6n  (Kd )  del bloqueo  por  TEA  de  los  canales

dsJo es a; 170 HM, a 40 mv. Esto es cousistente con la presencia de un residuo tirosina

(Y308 en dszo) en urn posici6n equivalente a la posici6n que determina la seusibilidad al

TEA en los canales Kv.  A su vez,  el mutante de ds7o Y308V es poco afin por el TEA

(Kd  a 29.5 mM, a 40 mv; Shen y col.  1994). Cuando se coexpres6 una mezcla de RNA

que  codiflcan  subunidades  dsJo  silvestres  y  mutantes  (Y308V),   se  observ6  que  las
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corrientes  de los  canales rinicos  eran nomales  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  inhibici6n de  la  corriente pudo  se  model6  haciendo  las  siguientes

suposiciones:  a.  En  analogia  con  los  canales  i6nicos  dependientes  del  potencial,  1os

canales  Kca  son  tetrfmeros;  b.  La  uni6n  de  TEA  a  la  boca  externa  del  canal  es

estabnizada  por  contribuciones  iguales  de  cada  uno  de  los  residuos  en  posici6n  308

(tirosina  en  el  canal  silvestre)  cuando  el  canal  es  homom6rico.  Esta  suposici6n  fue

demostrada previamente para el canal de K+ Slfeczkcr Qleginbotham y MacKimon,  1992),

donde el TEA interactua con el residuo 449, equivalente al residuo 308 de c}SJo.  Para el

canal Slfeczker, 1os resultados obtenidos se modelaron suponiendo que la energia libre para

la uni6n de TEA (AG) es fa dada por la suma de las energias libres de la interacci6n del

residuo en posici6n 449 en cada subunidad,  con el TEA  (Heginbotham y MacKimon,

1992).

A  partir  de  estas  cousideraciones  y  de  los  valores  experimentales  de  las  Kd

obtenidas  para la  interacci6n de TEA  con dsJo  silvestre  (Y308)  y  el  mutante  Y308V,

Shen y col.  (1994) calcularon las constantes de disociaci6n esperadas para Canales ds/a

que poseen uno, dos o tres residuos tirosina en posici6n 308. Las constantes obtenidas se

usaron para  calcular  el  grado  de  inhibici6n de  la  corriente  para una  concentraci6n de

TEA  dada.  La  inhibici6n  calculada  se  ajust6  a  la  obtenida  experimentalmente  en  un
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intervalo   de   potenciales,   indicando   que   la   suposici6n   que   el   canal   ds/a   es   un

homotetrinero es correcta (Shen y col.  1994).

3.5   Candles de K+  de baja conductancia, dependieutes de Ca2+  (SK).

El clonamiento reciente de los canales de K+ de baja conductancia, dependientes

de Ca2+  (SK) demostr6 que estos canales tambien tienen un patr6n de hidrofobicidad de

seis  segmentos  hidr6fobos  y una regi6n P  On6ler y  col.  1996).  Estos  segmentos  son

arilogos a los que se encuentran en los canales Kca y en los canales Kv,  por lo cual es

probable  que  la  topologia  transmembranal  de  los  canales  SK  sea  similar  a  la  de  los

canales  Kca.  Sin  embargo,  la  carencia  de  identidad  significativa  entre  las  secuencias

aminoacidicas   de   ambos   tipos   de   canales   ubica   a   los   canales   SK   en  un   gmpo

estructuralmente poco relacionado a los canales Kca q{h6ler y col.  1996).

4.    Caracter{sticas de la activaci6n de los canales de K+  activados por Ca2+ .

Urn  de   las   caracteristicas   mds   couspicuas   de   los   canales   de  K+   de   gran

conductancia, activados por el Ca2+, se observa en la figura 3. A un potencial constante,

el tiempo que el canal reside en el estado abierto (Po, la probabilidad del estado abierto),

aumenta cuando la concentraci6n de Ca2+ en la cara interna de la membrana ([Ca2+I) se

incrementa. Como se mencionara anteriomente, la Po tambi6n crece cuando el potencial

transmembranal aumenta Gig. 38) @latz y Magleby,  1987; Latorre y col.  1989; Latorre

1994;   MCManus   1991).   Estos   rasgos   ham   hecho   de   los   canales   Kca   un   modelo
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experinental  especialmente  atractivo  para  el  estudio  de  los  procesos  que  confieren  la

dependencia de potencial a la activaci6n ("gczfz.#g").

4.1  Dependencia  del  Ca2+  de  la  probabilidad  del  estado  abierto  de  los  cariales

La  activaci6n  de  los  carmles  Kca  inducida  por  el  calcio  puede  ser  descrita  en

t6rminos  de un esquema de reacci6n en que un canal  en el  estado  cerrado  (C)  une IV

iones  Ca2+,  dando como resultado  fmal un canal  abierto  con IV iones  Ca2+  unidos  (0-

Ca2+N):

C+Nca2+      <              >       O-Ca2+N a31)

De  este  modo,  la  dependencia  del  Ca2+  de  la  Po  en  estado  estacionario,   se  puede

describir con la relaci6n:

Po =  Pomax  [Cal+]N  /  ([Cc[2+]N  +  K) (1)

donde  Pomax  es   la  probabilidad  marina  del  estado  abierto,   Kd  es   la  constante  de

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

4.1.1   Los canales Kca  poseen diversas sensibilidades aparentes al Ca2+  .

La  seusibilidad  aparente  al  Ca2+  de  los  canales  Kca  varia  dependiendo  del  origen  del

canal.  La mayor seusibilidad se observa en los  canales  Kca  de  la glandula lacrimal  de
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rat6n  (Kd  a 10 nM); seusibilidades intemedias se encuentran en los canales de mdsculo

liso (Kd  zs  1  LLM), siendo los canales Kca de mtisculo esqueletico los mas inseusibles (Kd

>   1  HM;  Latorre  1989;  MCManus  1991).  I.a  sensibilidad  diferencial  puede  en  parte

estar dada por la presencia de la subunidad P del canal Kca, en la preparaci6n en estudio

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

accesoria es aumentar dramaticamente la seusibilidad aparente al Ca2+ de los canales Kca,

disminnyendo entre uno a tres 6rdenes de magnitud la [Ca2+]  necesaria para alcanzar el

50% de la Pon" OrcManus y c.ol.  1995; Wallner y col.  1995; Meera y col.  1996).
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Figura   3.    Efectos   del   Ca2+   y   de|

potencial  en  la  actividad  del  canal  de
K+   dependiente  de  Ca2+,   de  mtisculo
esquel6tico de rata.
A.  La  probabilidad  del  estado  abierto,
Po,  vari6  en  funci6n  del  Ca2+,   desde
0,22      con   1   HM   de   Ca2+   (registro
superior),    a    0,66    con    3    HM    (2°
registro),  a 0,81  con 5  HM (3°  registro)

y   0,93   con   9   LLM   (4°   registro).   EI

potencial de mantenci6n fue 40 mv.  8.
La  Po   aumenta  cuando   a  una   [Ca2+]
constante   (3    HM)    se   incrementa   el

potencial.  Las  Po  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  coeficiertte  de  Hill sugiere  mds  de  dos  sitios  de  Ca2+  en  los  cahales

El coeficiente de Hill, IV, es reflejo de la pendiente de la relaci6n entre el Ca2+ y

la probabilidad del estado abierto Q'o), y da una estimaci6n del ntimero mininro de iones

Ca2+  que activan mckinamente al canal  (Latorre  1989;  Latorre  1994;  MCManus  1991).

El ndmero de Hill deteminado para la mayoria de los canales Kca varia entre 2 y 3, pero

excepcionalmente se ham encontrado valores menores cercanos a  1  y ndmeros maximos

cercanos a 6 akemoto 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,  1os  canales  Kca  poseen  al  memos  tres  sitios  de  uni6n  al  Ca2+  que  estin

acoplados a la activaci6n.

4.1.3   Modelos  cin6ticos  que  explican la dependencia de  Ca2+  de  la activaci6n

de los canales Kca.

Uno  de  los  objetivos  primordiales  de  la  investigaci6n  de  los  mecanismos  de

activaci6n  de  los  canales  Kca,  es  establecer  un  modelo  cin6tico  que  sea  capaz  de

describir la conducta de la activaci6n de los canales Kca.  Si el canal une JV iones Ca2+,

en principio debiera haber al memos IV +  I estados cerrados y abiertos.  Cuando se us6

una resoluci6n temporal alta en la adquisici6n 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,
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1991).  Estos  autores hicieron una brisqueda  sistematica del  esquema cirfetico  minino

que pudiera explicar la dependencia del Ca2+  de los datos cirfeticos y de equilibrio,  y

encontraron que el modelo debia tener cinco estados cerrados (C) y tres abiertos (0):

c a c-ca2+ a c-(ca2+)2 a::=±c-(ca2+)3 a c-(ca2+ )4     (E2)

Jt              Jt              tl
o-(ca2+)2 =o-(ca2+)3 =± o-(ca2+ )4

El  modelo  lineal  con  un  ntimero  equivalente  de  estados   cerrados  y  abiertos   fue

descartado pues se describi6 una relaci6n inversa entre el tiempo de pemanencia en el

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

OrcManus y Magleby,  1985;  1991).

4.2,  Dependencia del potencial de la probabilidad del estado abierto de los canales

Kcb.

La  dependencia  del potencial  de  la probabilidad  del  estado  conductor  ¢o)  es

usualmente descrita por (Lecar y col.  1975):

Po--Porn.  {1  +  exp  [-gv-Vo)  /A]}-I                                  (2:)

donde 4 es el factor de pendiente que contiene la dependencia del potencial el6ctrico de

la activaci6n del canal y Vo es el potencial al cual Po  =  O.i  . Po'ur.  Si la activaci6n se

describe con un modelo de dos estados,   4  =  A  .  I//z'  . FJ.  En este caso, z'  =  z6,

producto indisoluble de z cargas o particulas de activaci6n que se mueven una distancia

el6ctrica  a del campo el6ctrico trausmembranal.  Esta aproximaci6n 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  Kca  se  mueven entre  0,6  a  3  cargas

equivalentes   en  el  campo  el6ctrico,   respectivamente,   lo  que   se  contrasta  con  el

movimiento de 2 a  13  particulas de activaci6n en los  canales Kv  ,  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 Kca   es,  por lo general,  menor que la

dependencia del potencial de los canales Kv.

4.2.1   Modelos que explican la dependencia del potencial de los canales Kcir

La  dependencia  del  potencial  electrico  de  los  canales   i6nicos   fue  explicada

postulando  la  existencia  de  un  sensor  de  potencial  urodgkin  y  Huxley,   1952).  Este

modelo, denominado aqui modelo de  "dcpe7cczchcz.cz z.#fH'#scco deJ pofc#cz.cz/"  Q]ig.  4),  es

aplicable a los canales de K+ dependientes del Ca2+;  sin embargo,  dado que los canales

Kca  son  dependientes  del  potencial  electrico  y  seusibles  al  Ca2+,   existe  un  modelo

altemativo  capaz  de  explicar  la  dependencia  del  potencial  de  estos  canales,  1lamado

modelo  de  "czctz.vtzcz.6#  !.6#z.ca"   Gig  5;  Moczydlowski  y  Latorre,   1983;   Goman  y

Thomas,  1980).
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4.2..1.1  Dependencia imr{useca del potencial.

Las  partfculas  de  activaci6n  o   "gczfz.#g"  propuestas  por  Hodgkin  y  Huxley

(1952)  son particulas  con carga el6ctrica neta  o  dipolares,  que  se  encuentran en una

regi6n de la proteina canal que esta ubicada en el campo el6ctrico transmembranal.  La

dependencia del potencial de la conductancia i6nica surge entonces de la alteraci6n de

la   posici6n   de   las   particular   cargadas   o   de   la   orientaci6n   de   dipolos,   como

cousecuencia  de  un  cambio  del  campo  el6ctrico.      Este  desplazamiento   de   carga

intramembranal  se  acoplaria  a  la  apertura del  canal  (Fig.  4).  Los  autores  sugirieron

ademas  que el  cambio  de  posici6n u  orientaci6n del  sensor  cargado  inducido  por  el

cambio  del  potencial  de  membrana,  generaria  una  corriente  que  contribuirfa  a  la

corriente   total   Qlodgkin   y   Huxley,    1952).   Este   componente   de   la   corriente,

denominado   corriente   de   "cofflpzJc#tz"    (corriente   de   "gczf!.#g")   se   registr6   con

posterioridad a partir de los  canales  de Na+  del  ax6n de calamar y  de  los  canales de

Ca2+  del  mdsculo  esqueletico  (Amstrong  y  Bezanilla,   1973;  Schneider  y  Chandler

1973).    La   identidad   molecular   del    sensor    de   potencial    el6ctrico    permaneci6

desconocida por afros hasta que el clonamiento de los primeros canales de Na+ y de K+

dependientes del potencial permiti6 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 mas

llamativos de la secuencia primaria de estas prote{nas es el segmento S4 (vcr Fig. 2C).

Debido a su cafacter hidr6fobo 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

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

Cerrado

©

Abierto

®
©

©

Extracelular

Intracelular

©
Figura 4. Modelo de activaci6n de un canal Kca, con dependencia intrfnseca del potencial.
El sensor intriuseco de potencial se esquematiza como un dipolo. El canal puede existir en dos
confomaciones:  cerrado y abierto.  La despolarizaci6n de la membrana induce el movimiento
del   sensor,   que   a   su   vez   desplaza   el   equilibrio   hacia   el   estado   abierto   del   canal.
Adicionalmente, la uni6n de Ca2+ puede inducir el movimiento del sensor y abrir el canal.

4.2.1.2  Activaci6n i6nica.

El  analisis  de  la  cin6tica de  canales  Kca rfucos  permiti6  proponer  ademas  un

modelo  que  explicaba  la  dependencia  del  potencial  el6ctrico  de  la  activaci6n  como

tambien la  dependencia  del  Ca2+  y  del  potencial  el6ctrico  de  la  Po  en  el  equilibrio.

Moczydlowski y Latorre  (1983),  observaron que el tiempo promedio  de permanencia

en  el  estado  abierto  ¢o)  dependia  linealmente  de  la  [Ca2+],  mientras  que  el  tiempo
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promedio de permanencia en el estado cerrado (tc) dependia linealmente del reciproco

de la [Ca2+].  El hecho que to y tc dependieran de la [Ca2+],  indic6 que el Ca2+ deb fa

estar uni6ndose al estado cerrado y al abierto.  Adicionalmente se encontr6 que cuando

la [Ca2+] tendfa a cero, el valor al cual tendia el to era distinto de cero; andlogamente,

cuando  el  inverso  de la  [Ca2+]  tendia a 0  ([Ca2+]  alta),  tc  tambien tendia a un valor

distinto de cero.  Para explicar este riltimo resultado fue necesario proponer un modelo

en que un ion Ca2+  se une a un estado cerrado  (C  +  Ca2+  <> C-Ca2+) y un segundo

ion Ca2+ se une a un estado abierto (O-Ca2+  +  Ca2+ a O-(Ca2+ )2), con una trausici6n

del cerrado al abierto independiente de la uni6n calcio al canal (C-Ca2+ <> O-Ca2+):

K,                          P                                          K2
C + Ca2+  a   C-Ca2+ a  o-Ca2+ + Ca2+a   o-(Ca2+ )2    (E3)

Or

Este  es  el  esquema  mas  simple  capaz  de  explicar  la  dependencia  del  Ca2+  de  los

tiempos promedio de permanencia en el estado cerrado (tc) y en el estado abierto ¢o)

pues suponiendo que las reacciones de uni6n de Ca2+ es fan en equilibrio con respecto a

la trausici6n C-Ca2+ <> O-Ca2+, se cumple:

1  / Tc  =  P Pcca (3)

1  /i.o  =  orpoca                                                              (4)

donde  Poca  es  la  probabilidad  condicional  del  estado  O-Ca2+  (dado  que  el  canal  se

encuentra en los estados 0-Ca2+ o O-(Ca2+)2 ) y Pcca es la probabilidad condicional del

estado   C-Ca2+   (dado   que   el   canal   se   encuentra   en   los   estados   C   o   C-Ca2+).
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Cousiderando   el   esquema   E3,   las   probabilidades   condicionales   quedan   definidas

sinplemente como :

pcca  =  ca2+ / a€[  +  ca2+)

Poca  = K2 / (Ca2+  +  K2)

y reemplazando estas expresiones en (3) y (4) respectivamente se obtiene:

tc  =  1/ p  +  a{L / p)  .  (1 / [ca2+])

to  =  1 / or  +  [1 / (or  +  K2)]  .  [Ca2+]

I,as  ecuaciones  (5)  y  (6)  indican  respectivamente  que  el  tc  es  inversamente

proporcional a la [Ca2+] y que el To es directamente proporcional a la [Ca2+].  Ademas,

cuando  1  /  [Ca2+] tiende a cero (ec.  5) o cuando la [Ca2+] tiende a cero  (ec.  6) tc y to

tienden  a  un  lilnite  dado  por  1  /  P  y  1  /  or  ,  respectivamente.  Esta  predicci6n  fue

corroborada experimentalmente; mss ann, se observ6 que el valor limite de tc y to era

independiente del potencial, pero que la pendiente de las relaciones (5) y (6) dependfa

del potencial.  Este resultado indic6 que:  a.  P y or no dependian del potencial,  es decir

la transici6n entre el estado abierto y cerrado era independiente del potencial el6ctrico

Oroczydlowski y Latorre,  1983),  y b.  La dependencia del potencial de Po no refleja

mas que la dependencia del potencial de la uni6n de calcio a su (sus) sitio(s).

Con estos resultados Moczydlowski y  Latorre  (1983) plantearon que los  sitios

de  uni6n  de  Ca2+  estarian  en  una  zona  del  canal  ubicada  en  el  campo  electrico

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

Markwardt  e  Isenberg,   1992).   Sin  embargo,   los  resultados  discutidos  pueden  ser
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explicados por un modelo altemativo en que los  sitios de Ca2+  estan fuera del campo

electrico y por lo tanto la reacci6n de uni6n de Ca2+ propiamente tal es independiente

del voltaje. En este caso la afinidad del sitio por el Ca2+ es modulada por el potencial a

trav6s  del  acoplamiento  de  los  sitios  de  uri6n  de  Ca2+  con un  sensor  intriuseco  de

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

(Moczydlowski y Latorre,  1983).

Cerrado Abierto

Hgura 5. Modelo de czcft.vecz.6» z.6»z.ca de un canal Kca.
El o los sitios de uni6n de Ca2+ se encuentran en un bolsillo de la proteina que se intema en el

plano de la membrana,  ubicandose en el campo  el6ctrico  transmembranal.  De  esta  forma,  el
Ca2+  experimenta  la  fuerza  del  campo  y  tendera  a  unirse  al  sitio  cuando  la  membrana  se
despolariza.  El  sitio  de  Ca2+  estarfa  acoplado  a  la  compuerta  de  activaci6n  de  manera  que
cuando el Ca2+ se une al sitio, se induce la apertura del canal.

El modelo de activaci6n i6nica fue cuestionado por experinentos de modificaci6n

quinica con N-bromoacetamida QTBA) de un canal Kca de rata.  En relaci6n al canal no

tratado, la modificaci6n redujo notablemente la Po e hizo al canal insensible al calcio en

el  intervalo  comprendido  entre  1  nM y  100  HM  Q'allotta  1985).  Adiciormlmente,  una
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poblaci6n de aperturas de larga duraci6n presente en los canales no tratados, no pudo ser

observada  en  los  canales  modificados.  Notablemente,  estos  resultados  se  observaron

tambien en canales no tratados, expuestos a un medio virtualmente libre de Ca2+  ([Ca2+I

=   1  nM).  Sin  embargo,  el  resultado  mas  sorprendente  fue  que  la  dependencia  del

potencial  el6ctrico  del  canal  no  modificado,  expuesto  a  una  [Ca2+]  alta  (>  1Hho  fue

identica a la del canal modificado quinicamente y a la del canal no modificado expuesto

a un medio  libre  de  Ca2+  ([Ca2+]   =   1  nM;  Pallotta,  1985).  Pallotta  (1985)  dedujo  de

estos resultados   que la modificaci6n quinica estaba removiendo la seusibilidad al Ca2+,

pues  impedfa observar la poblaci6n de abiertos  de  larga duraci6n que  normalmente  se

observa en presencia de Ca2+   ¢allotta,  1985).  Esta intexpretaci6n fue cuestionada a su

vez por experimentos de modificaci6n con NBA y digesti6n con tripsina,  que indicaron

que  el  tratamiento  no  removfa  la seusibilidad  al  Ca2+,  sino  que  solamente  la  alteraba,

pues el canal modificado aun era capaz de responder al Ca2+ siempre que se utilizara urra

[Ca2+] suficientemente alta (Comejo y col.  1987; Salomao y col.  1992).

Sin embargo, mss am de toda intexpretaci6n, los experinentos de Pallotta (1985)

indicaron  que  el  canal  podia  ser  activado  por  el  potencial  el6ctrico,   en  un  medio

virtualmente  libre  de  Ca2+,  sugiriendo  la  existencia  de  un  mecanismo  de  activaci6n

independiente del Ca2+ en los canales Kca.
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4.3  Inectivaci6n en los candles Kca.

Una  propiedad  compartida  por  la  gran  mayorfa  de  los  canales  Kca  es  que  la

conductancia  no  se  inactiva  cuando  el  potencial  o  la  [Ca2+]:  se  mantiene  constante

a.atorre y col.  1989; MCManus 1991). Sin embargo, una poblaci6n de los canales Kca de

las c6lulas cromafines adrenales de rata y de bovino qfeai; Solaro y Lingle,  1992) y una

pequeha fracci6n de los canales Kca de hipocampo de rata (Ikemoto y col.  1989) son una

excepci6n notable a esta regla. Los canales Kcai poseen una inactivaci6n ripida, descrita

por una constante de tiempo de zs 100 ms. Esta   inactivaci6n (inactivaci6n Kcai) presenta

una  dependencia  aparente  del  potencial  y  de  la  [Ca2+]„  que  es  reflejo  del  grado  de

activaci6n estacionaria de los canales Kcai (Solaro y Lingle,  1992).  Algunos canales Kv

poseen una inactivaci6n sinilar,  denominada  inactivaci6n tipo  N,  dada por el dominio

peptl'dico amino terminal o p6ptido  "bode"  Qloshi y col.  1990).  Como en el caso de la

inactivaci6n tipo N,  la inactivaci6n de los canales Kcai se puede remover al exponer la

cara  intema  .de  los  canales  a  prote6lisis  con  tripsina  (Solaro  y  Lingle,   1992).   Sin

embargo,  a diferencia del p6ptido  "bo/cz"  inactivante tipo N,  el dominio citos6lico de la

inactivaci6n Kcai no se comporta como un bloqueador de canales abiertos. Experinentos

con bloqueadores  que  se  unen  a  la  boca  interna  o  en  la  via  de  conducci6n del  canal

indican que la barrera al transporte de K+ que surge con la inactivaci6n Kcai estaria en la

porci6n  extracelular  de  la  via  de  conducci6n  (Solaro  y  col.   1997).  Asi  entonces,  la

inactivaci6n   Kcai   parece   ser   un   proceso   caracteristico   de   los   canales   Kcai,   con
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mecanismos que son diferentes  a los descritos para los  canales  de K+  dependientes  del

potencial.

4.4  El ion Ba[2+  bloquea a los candles de K+  induciendo una inhibici6n que imita a

la inactivaci6n.

Una  propiedad  compartida  por  los  canales  de  Kv  y  Kca  es  que  el  ion  Ba2+

interactha con la via de conducci6n de estos canales y al hacerlo bloquea la conducci6n

de K+  Q.atorre y col.  1997).  EI Ba2+ puede bloquear a los canales de K+  desde el lado

intemo asi como desde el lado extemo. Esta observaci6n fue hecha por prinera vez en

los  canales  de K+  dependientes  del  potencial  del  ax6n de  calamar.  Cuando  el  Ba2+  se

encuentra en el lado extracelular es capaz de bloquear tanto a los canales abiertos como a

los canales cerrados.  Sin embargo desde el lado interno el cati6n solo puede bloquear el

canal una vez que esfa  abierto  (Amstrong  y  Taylor,  1980;  Baton y  Brodwick  1980).

Estos  resultados  indican  que  la  compuerta  de  activaci6n  de  los  canales  de  K+   se

encuentra en la cara citoplasmatica del canal.

Cuando en presencia de Ba2+ interno una poblaci6n de canales se activa frente a

un pulso  de voltaje,  se  observa una corriente macrosc6pica  que  crece  de  acuerdo  a la

cin6tica de activaci6n de los canales, hasta alcanzar una mckimo y entonces decaer en el

tiempo (Amstrong y Taylor,  1980; Eaton y Brodwick 1980). Este decaimiento es reflejo

de la cinetica de bloqueo de la via de conducci6n por el Ba2+.  El curso temporal de la

corriente  en presencia  de  Ba2+  es  cualitativanente  indistinguible  al  de  la  corriente  de   .
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canales que se inactivan. Como se vera en la secci6n de resultados, el curso temporal de

la corriente macrosc6pica de los  canales Kca fesJo es bifasica,  con una fase de  ascenso

seguida por una de decaimiento. Asf entonces,  como una condici6n previa al estudio de

los mecanismos  que confieren la dependencia del potencial a la activaci6n de fesJo,  se

estudi6 si el fen6meno de decaimiento observado en fesJo corresponde a un proceso de

inactivaci6n intrfuseco del canal o  a un proceso  de bloqueo  similar al  inducido por un

bloqueador, como por ejemplo el Ba2+ , presente en el medio intemo.

Las caracteristicas cin6ticas y estacionarias del bloqueo por Ba2+ de los canales de

K+  de  calamar  son cousistentes  con la  interacci6n de un  s6lo  ion Ba2+  con la via de

conducci6n.  El bloqueo es  ademfs dependiente del potencial,  haciendose mas  rapido y

completo  a  medida  que  el  potencial  aumenta  (Armstrong  y  Taylor,   1980;  Baton  y

Brodwick  1980;  Armstrong y col.  1982).  La dependencia del potencial del bloqueo se

explic6 sugiriendo que el sitio de Ba2+ en la via de conducci6n experimenta una fracci6n

6 de la fuerza del campo el6ctrico transmembranal.  La fracci6n o  "dz.ffzz#cz.cz c/Gcrrz.c¢"  8.

reportada para estos canales es a 1 (Armstrong y col.  1982). Aunque la intexpretaci6n de

este  resultado  no  es  hica  (vcr  Discusi6n),  la  determinaci6n  sugiere  que  el  sitio  se

encuentra  en una  posici6n  en  que  el  campo  ha  caido  cerca  de  100%.  Dicho  de  otro

modo,  para  que  el  Ba2+  intemo  alcance  su  sitio,  debe  avanzar  a  traves  de  la  via  de

conducci6n hasta un punto en que el campo ha caido totalmente (Armstrong y col.  1982).
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4.4.1   El ion Ba2+  bloquea a los candles Kca.

El efecto del Ba2+ en los canales de K+  dependientes de Ca2+  se ha estudiado en

detalle a nivel de canales tinicos recoustituidos en bicapas artificiales (Vergara y Latorre,

1983). La interacci6n del Ba2+ con los canales Kca comparte las siguientes caracten`sticas

con la interacci6n del cati6n con los canales   Kv de ax6n de calamar:  a.  EI Ba2+ puede

bloquear a los canales Kca desde el lado extemo o desde el lado intemo.  Desde el lado

intemo el cati6n 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 interacci6n del Ba2+  con

un solo sitio:

P                kl pa2+]C-A-8
Or                             k-,

a34)

donde 4  es el estado abierto,  C es  el estado  cerrado y 8 el estado  bloqueado.  En este

caso, el tiempo de permanencia en el estado bloqueado ¢8) es:

cB -  1  / k-,. (7)

Dado que en las condiciones experimentales en que se caracteriz6 el bloqueo las

transiciones  entre  los  estados  cerrado  y  abierto  son ripidas  en relaci6n al bloqueo,  se

puede distinguir periodos de  "actividad"  en que el canal fluctha rapidamente entre C y

A,  de  las  transiciones  al  estado  bloqueado  inducidas  por  el  Ba2+,  que  son  de  larga

duraci6n. Asf, la duraci6n promedio de los periodos de actividad ¢A) es fa dada por:
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¢A --{1  /  ife] .  H3a2+I) }  .  (1  +  a /  p).

j5

(8)

En las condiciones experinentales usadas se favoreci6 al estado abierto sobre el cerrado

(P > > or), de manera tal que la ecuaci6n 8 se reduce a:

1^ --  1  ,  0¢1.  H3c,2+]) . (8a)

Por lo tanto,  el modelo de bloqueo predice que el tiempo de permanenQia en el estado

bloqueado sera independiente de la H}a2+] y que el inverso de la duraci6n de los periodos

de actividad sera directamente proporcional a la [Ba2+] . Este fue exactamente el resultado

experimental  obtenido.   Adicionalmente,   dado   que  la  duraci6n  de   los  periodos   de

actividad, tA,  aument6 a medida que la probabilidad del estado abierto se hizo decrecer

(es decir, or  aumentaba), se corrobor6 que el Ba2+ es fa bloqueando a los canales abiertos

(ec.   8).   c.   El  bloqueo   es   dependiente  del  potencial.   Como   los   resultados   fueron

cousistentes con la presencia de un solo sitio para el Ba2+,  la dependencia del potencial

observada sugiri6 que el sitio se encuentra en una posici6n de la via de conducci6n donde

el  campo  el6ctrico  ha  caido  aproximadamente  un  80%  del  total  overgara  y  Latorre,

1983).

El bloqueo por Ba2+ extemo presenta una dependencia del potencial que sugiere

que el sitio al cual el cati6n accede desde el lado extemo es el mismo al cual se une desde

el  lado  intemo.  I,a  menor  afiridad  observada  para  el  bloqueo  desde  el  lado  extemo

indica entonces que en este caso el Ba2+ debe vencer una barrera de energia mucho mss

alta que cuando bloquea desde el lado intemo overgara y Latorre,  1983).
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S.    Objctivos.

Los experinentos de modificaci6n quimica (secci6n 4.2) pusieron nuevanente en

debate  el  mecanismo  que  origina  la  dependencia  del  potencial  de  la  activaci6n de  los

canales Kca.  Aunque los resultados cineticos  apoyan el modelo  de ccrfv¢cz.6#  z.6#z.ccz no

prueban que la uni6n de Ca2+ sea dependiente del potencial.   Por otro lado tampoco hay

evidencias  que  indiquen  claramente  que  los  canales  Kca  poseen  un  sensor  de  voltaje   :

intriuseco.

5.1  0bjctivo general.

Por esta raz6n,  el  objetivo  general  de  esta  tesis  fue  estudiar  los  mecanismos

respousables de la dependencia del potencial del canal de K+  dependiente del Ca2+,

fesJo.  Actualmente  hay  un  gran volumen  de  evidencia  que  indica  que  el  dominio  S4

foma parte  del  sensor de  voltaje  de  los  canales  de K+,  Na+  y  Ca2+  dependientes  del

potencial.  Las lineas de evidencia incluyen experimentos en que la neutralizaci6n de un

residuo  cargado  mediante  el  uso  de  mutag6nesis  dirigida  reduce  la  dependencia  del

potencial de estos canales (Stiihmer y col.  1989;  Papazian y col.  1991;  Planells-Cases y
I

col.   1995;  Garcia  y  col.   1996),  modifica  las  corrientes  de  compuerta  @erozo  y  col.

1994) o decrece la carga de compuerta por canal (Aggarwal y MCKinnon,  1996;  Seoh y

col.  1996).  Otro tipo de experinentos indican que la accesibilidad de distintos residuos

del segmento S4 se modifica dependiendo del grado de activaci6n del canal inducido por

el potencial Cfang y Horn,  1995; Mamuzzu 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 Kca pueden activarse por el potencial electrico en forma independiente del Ca2+,

Oreera  y  col.  1996),  sugiriendo  fuertemente  la  existencia  de  un  sensor  intrinseco  de

potencial.  Esta  hip6tesis  fue  reforzada  por  los  resultados  de  Stefani  y  col.   (1997),

quienes fueron capaces de registrar corrientes  de compuerta asociadas  a los  canales  de

Kca,  fesJo.  En concordancia con los resultados de Meera y col.  (1996) la carga mckima

de compuerta fue independiente de la [Ca2+] en el intervalo de 5 nM a 100 nM, intervalo

en el curl el canal es capaz de ser activado por el potencial en forma independiente de la

[Ca2+]  (Stefani  y  col.   1996).  Mas  aun,  cuando  la  [Ca2+]  se  elev6  a  85  HM,  la  carga

ndxima no aument6 en relaci6n a la carga movida en presencia de 100 nM de Ca2+, pero

el,potencial al cual el 50%  de la carga mckima se ha movido fue menor (Stefani y col.

1996), indicando que el Ca2+ facilita el movimiento del sensor.

En el contexto discutido en la secci6n 4.2,  se decidi6  investigar el papel que

tiene el segmento S4 en la activaci6n dependiente del potencial de fesJo, planteindose

la hip6tesis  que si un aminofroido cargado  del segmento S4  forma parte del selisor

intrinseco   de  potencial,   Ia  neutralizaci6n  de  dicho  residuo   debe  disminuir  la

dependencia del potencial de la activaci6n del canal mutado.

La sola presencia del dominio S4 en los canales Kca (vcr Fig.  6), no es suficiente

para suponer que dicho dominio actha como sensor del potencial en ellos.  Para ilustrar

esta  afimaci6n se pueden citar dos  ejemplos:  i.  Ios  canales  activados  por  nucle6tidos

ctclicos y  ii. Ios canales de K+ rectificadores de entrada, de 4rczz7z.dopSz.s ffro/I.czrm, AKTl

y KAT1.
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i.   Los canales  activados por nucle6tidos ciclicos  (CNMP)  son canales  cati6nicos,

cuya  secuencia  prinaria  es  parcialmente  couservada  con  la  de  los  canales  Kv.  Los

canales CNMP poseen el patr6n tipico de seis segmentos hidr6fobos QIl a H6, analogos

a los segmentos Sl  a S6) y un lazo entre los segmentos H5  y H6 con homologia a la

regi6n P  de  los  canales  Kv  afaupp  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 couservados en relaci6n a los canales Kv (Fig.  6;

Kaupp,   1991;  Fim  y  col.   1996),  lo  que  ha  llevado  a  proponer  que  estos  canales

pertenecen a  la  familia  de  canales  S4  (Jam y  Jam  1990;  Kaupp,  1991).  IJa  Po  de  los

canales   activados   por  nucle6tidos   ciclicos   es   solo   residualmente   dependiente   del

potencial,  con 0,2  a 0,5  cargas  equivalentes  asociadas  a  la  activaci6n  ¢Ianke  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 61 Q]ig.

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 es fa hiperpolarizada.

ha estructura   terciaria propuesta es similar a la de los canales Kv,  con seis segmentos

transmembranales y un lazo que formaria el poro de conducci6n. El segmento S4 de los

canales  AKTl  y  KATl  posee  cuatro  residuos  basicos  couservados  en relaci6n  a  los

canales   Kv   (Sentenac   y   col.    1992;   Anderson   y   col.    1992).    Notablemente,   la
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rectificaci6n  de   entrada   en  estos   canales   se   debe  una   propiedad   intriuseca   del

mecanismo de activaci6n, cuya dependencia del potencial es inversa a la de los canales

Kv:  1os  canales  KATl  y  AKTl  se  activan con potenciales  negativos  y  se  desactivan

cuando  la  membrana  se  despolariza  (Sentenac  y  col.  1992;    Anderson y  col.  1992).

Como  la  infomaci6n  existente  hasta  ahora  indica  que  estos  canales  tendrian  una

topologia de membrana similar i la de los canales Kv,  la dependencia del potencial de

KATl  y AKTl  no  se puede explicar recurriendo  al segmento  S4 por lo memos  de la

fomia en que se hace para los canales Kv.

Regi6n S4

Figura 6.  El segmento S4 esta conservado en canales activados por nucle6tidos cfclicos y en
un canal rectificador de entrada.
Comparaci6n de  la  region S4  de  los  canales  K+  dependientes  de  Ca2+  humano  (fas/a)  y  de
Drofopfez./a (ds/a),  con la regi6n S4 de un canal   de K+  dependiente del potencial   (Sfecker),
de  un  canal  activado  por  CGMP  de  bast6n  de  bovino  (Z}RC"C)  y  de  un  canal  de  K+
rectificador de  entrada de planta  (K¢£J).  Los  residuos  positivos  conservados  se  remarcan en
fondo gris y con letra blanca.  Note que el canal Z7RCIVC tiene un residuo positivo conservado
mss que fesJo,  sin embargo la dependencia del potencial de este canal es menor que la de los
canales  Kca.  jrczfJ  posee  cinco  residuos  positivos,  de  los  cuales  uno  no  es  couservado  con
respecto  a  los  canales  Kca  y  Sfeckcr.  Notablemente,  al  contrario  de  lo  que  sucede  con  los
canales Kca,  Kczfj  se  activa  con la hiperpolarizaci6n de  la membrana  (Figura modificada de
Firm y col.  1996).

Como  podemos  ver,  no  se  puede  concluir  a  prz.orz.  que  la  presencia  de  un

segmento  S4  con  residuos  basicos  couservados  conferife  al  canal  que  lo  posee  rna
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dependencia  del  potencial  como  la  que  tienen  otros  canales  cuyo  segmento  S4  es

couservado.  Esto es particularmente aplicable a los canales Kca en que se ha propuesto

que la dependencia del potencial de la activaci6n se origina en la uni6n de Ca2+.

5.2,   Objetivos especif ecos.

Espeofficamente se propuso alcanzar los siguientes objetivos :

i.     Caracterizar el proceso de inhibici6n de las  corrientes  macrosc6picas,  observado a

potenciales  2 a  100 mv,  con el  fin de dilucidar si el proceso  corresponde  a una

inactivaci6n intriuseca del canal o a un bloqueo dependiente del potencial.

ii.    Deteminar la dependencia del Ca2+ y del potencial del canal de K+ dependiente del

Cf|2'+ , hslo .

iii.   Determinar la dependencia del Ca2+ del parinetro Vo, con el objetivo de comprobar

si  el  modelo  de  actz.vczcz.6#  i.6#z.ccz  (vcr  secci6n  5.2.1.2)  describe  correctamente  la

dependencia del potencial del canal fesJo.  Si este modelo es correcto se espera que el

Vo se relacione linealmente con el logaritrno de la [Ca2+],  en cualquier intervalo de

concentraciones.
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iv.   Estudiar  si  el  segmento  S4  actha  como  sensor  del  potencial  en  el  canal  feszo,

mediante mutag6nesis puntual del dominio

v.    Caracterizar la dependencia del Ca2+ y del potencial de los canales fesJo mutados en

el segmento S4.



MATERIALES Y METODOS.

1.    Biolog{a 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  DH5or  se  uso  para  ampliflcar  las  secuencias  clonadas  en  los

vectores de  la  serie PGEM  Q'romega  Coxp.,  Madison,  WI  USA),  en cambio  la cepa

JM109  se  us6  para  amplificar  el  vector prdL7ERQJ  (Promega  Corp.,  Madison,  WI

USA).   La   cepa   BMH   71-18muts   se   utiliz6   en   una   fase   del   procedimiento   de

mutagenesis  z.#  vz.fro,  "4/fered Sz.fcs®"  (Promega Coxp.,  Madison,  WI  USA).  La cepa

XL-1   Blue     se  us6  para  amplificar  el  plasmidio  ZM4,   derivado  del  vector  PBS

(Stratagene, La Jolla, CA,  us4).

1.1.2,.   Cultivo de bacterias.

Los cultivos en medio lfquido fueron crecidos  a 225  ciclos/minuto,  a 37  °C,

en un agitador orbital.  Se utiliz6 medio  LB  (Luria-Bertani)  o  Typ  (Sambrook y  col.

1989).  Para los  cultivos  en medio  s6lido,  se us6  el  medio  lfquido  suplementado  con

42
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agar al 15%  (Sambrook y col.  1989). Todos los medios fueron autoclavados a  125  °C,

15 psi.

1.1.3.   Obtenci6n de bacterias competentes.

Para obtener bacterias competentes,  se creci6 un cultivo en medio liquido hasta

una deusidad 6ptica (DO) de 0.2.  Las bacterias  se  sedimentaron y  resuspendieron en

una  soluci6n  esteril  y  frfa  de  Cac12  50  mM,  manteni6ndolas  en  hielo  por  30  min.

Luego  de  una  segunda  sedinentaci6n  y  resuspeusi6n  en  la  misma  soluci6n,   las

bacterias  competentes  se  mantuvieron  en  hielo  y   se  usaron  dentro   de  24  horas.

Alternativamente se resuspendieron en una soluci6n est6ril de Cac12 50 mM y glicerol

15%, y se almacenaron a -80  °C.

1.1.4.   Transiformaci6n de bacterias.

Una alicuota de bacterias competentes se expuso a 0.015 voltimenes de DMSO

o a a-mercapto etanol (22 mM fmal), durante  10 min.,  en hielo.  Se afiadi6 entonces  1

ng  de  DNA plasmidial  y  se  incub6  en hielo  durante  30  min  antes  de  someter  a  las

bacterias a un choque t6rmico de 42  °C durante 90 seg.  Luego de trausferirlas al hielo

por 2 minutos, las bacterias se crecieron durante 45 min.  en 5 ml de medio lfquido sin

antibi6tico,  para permitir la expresi6n de la resistencia al  antibi6tico codificada en el

plasmidio.   El  cultivo  se  transfiri6  a  placas   con  medio   s6lido  suplementadas  con

antibi6tico, y se incubaron a 37 °C, durante 12 a 16 horas.
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1.2.   Antibi6ticos.

44

La   selecci6n   de   las   bacterias   se   realiz6   de   acuerdo   a   la   resistencia   a

antibi6ticos codificada en el plasmidio.  El  antibi6tico  se afiadi6  al medio  esteril,  una

vez frfo, a partir de soluciones concentradas mantenidas a -20 °C. La ampicilina se us6

a  una  concentraci6n  de   100  LLg/ml,  a  partir  de  un  stock  loo  mg/ml  en  agua;  1a

tetraciclina se us6 a una concentraci6n de  10 Hg/ml,  a partir de un stock 10 mg/ml en

etanol (Salpbrook y col.  1989).

1.3.   Obtenci6n y purif icaci6n de DNA plasm,idial.

EI  DNA plasmidial  se purific6  con las  columnas  para  preparaci6n de  DNA

"mini"  "Qiagen"  segtin las  indicaciones  del  fabricante  (QIAGEN  Inc. ,  Chatsworth,

CA  USIA).  Con el fin de aumentar el rendimiento de la preparaci6n de los plasmidios

portadores del CDNA fesJo, las cultivos fueron crecidos hasta un densidad 6ptica @0)

de 0.3 a 0.6.  En este punto se afiadi6 cloranfenicol   (25 a 100 LLg/ml).  La inhibici6n de

la sintesis proteica en esta fase no impide que se alcance la saturaci6n del cultivo, pero

mejora el rendimiento de DNA plasmidial (Sambrook y col.  1989).
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1.4.   Purificaci6n de dcidos nucleicos en general.

La purificaci6n de DNA sometido a digesti6n enzimatica u otro tratamiento, u

ocasionalmente del RNA trauscrito  i.#  v}.fro,  se efectu6  mediante   extracci6nes  en un

medio organico.  La primera extracci6n se realiz6 con una mezcla que contem'a fenol-

clorofomo-alcohol  isoamilico  (25:24:1),  esta  fue  seguida  por  dos  extracciones  en

clorofomo-alcohol isoami'lico (24: 1). EI DNA se precipit6   con acetato de potasio (0.3

M)  y  2,5  vohimenes  de  etanol.  Luego  de  sedimentar  los  acidos  nucleicos  en  una

minicentrffuga  el  precipitado  se  lav6  dos  veces  con  etanol  70%.  La  integridad  del

acido nucleico se verific6  en geles de agarosa (0.7%  a 0.97o), tefiidos con bromuro de

etidio 0.66 Hg/H1 (a partir de una soluci6n de  10 mg/ml) segdn el patr6n de migraci6n

en relaci6n a estindares de peso molecular y concentraci6n conocidos.  Una estimaci6n

preliminar de la concentraci6n de las muestras se obtuvo tambi6n 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 lmM, pH 8 (TE) y en  agua libre

de RNAsas,  respectivamente.  La concentraci6n fue chequeada por absorbancia a 260

nm en un espectrofot6metro UV-120-12 (Shimadzu Corporation).

1.5.   Clones.

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

canal  de'  K+   dependiente  de  Ca2+,  fesJo.   Este  canal  fue  clonado  del  miometrio



Materiales y M6todos 46

humano  y  la  secuencia  nucleotidica  y  la  estructura  primaria  deducida  se  encuentran

disponibles en GENBANK bajo el ntimero de acceso U11058 (Wallner y col.  1995).

En  los  experinentos  iniciales,  los  canales  se  expresaron  a  partir  del  clon

pGfesJo411,   que   contiene   el   inserto   codificante   de   fesJo   clonado   `en   el   vector

pGEM9ZF(-)  Q'romega Coxp.,  Madison,  WI  USA).  Al  CDNA  original  se le  removi6

una  regi6n  no   traducida  (RNT)   del  extremo   5'   que  contiene  dos   secuencias  de

consenso  Kozak  q[ozak,   1987),   correspondientes   a  las   primeras   dos   metioninas

codificadas en el CDNA owl  y M2),  y una regi6n rica en nucle6tidos  GC  (Wallner y

col.   1995).  Por  lo  tanto,  la  secuencia  de  inicio  de  traducci6n  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 ®b) ubicadas inmediatamente rio

arriba de la tercera metionina partidora.

Posteriormente se utiliz6 el clon M3,  cuyo principal ventaja es el alto nivel de

expresi6n de corrientes fas/a que se logra en oocitos de Xc#opz£S /crew.s (Stefani y  col.

1997).  Este vector fue coustruido  insertando una secuencia de 223  pb  de la RNT del

extremo  5'  de  Sftczker H4  en  el  extremo  5'  de  la  seouencia  codificante  fas/a,  y  rna

regi6n poli-A  en el  extremo  3'  de  fesJo  (Stefani  y  col.  1997).  Por tiltimo,  el  vector

ZM4 (Fig.  7),  que produce los niveles mas altos de expresi6n de fas/a,  fue coustruido

j con una secuencia de fesJo cuyo inicio se encuentra en la cuarta metionina presente en

la secuencia 044), Esta secuencia fue subclonada en una versi6n modificada del vector
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RNT 5. beiob.

4O Met (10)

Z-M4
6489 pb

Spel (3345)

Notl (4263)

Ncol (730)
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Figura  7.   Mapa   del   vector   de   alta
expresi6n Z-M4.

EcoRv(1ol6)      La  secuencia  codificante  fesJo  a  partir
de la cuarta metionina (d6cimo residuo
en la secuencia M3) se subclon6 en los
sitios    de    restricci6n   Ncol    y    Notl,
ubicados      entre      las      regiones      no
traducidas   (RNT)   5'   y   3'   de   la   a-

globina    de    Xc#opz45    /.     El    vector
receptor  (PBSTA)  es  una modificaci6n
del  plasmidio  PBS.  El  tamafio  final  de
Z-M4 es 6489 pares de bases ®b)..

PBS (Stratagene, La Jolla, CA,  us4), entre las regiones 5' y 3'  no traducidas de la P-

globina  de  Xe#opus  /czew.s.   Este  vector  contiene  ademas  una  cola  de  poliadeninas

®OliA).

1.5.1.   Subclone:ndertto de hslo en el vector de mutag6nesis PAI;:IER®-1.

La   secuencia  fesJo   fue   subclonada   en  el   vector  PALZERQ-I   para   realizar

mutag6nesis dirigida del segmento S4.  El fragmento codificante fesJo  se iusert6  entre

los  sitios  Sall y  Hindlll  de la regi6n de clonamiento  mtiltiple  del  vector p4LZERQ-I

G'romega Corp., Madison, WI  USA), para originar el vector pAfesJo.  Con este fin,  el

plasmidio receptor p4£ZERQJ fue digerido en foma consecutiva con las enzimas de

restricci6n  Salt  y  Hindlll;  el  vector  dador,  pGfesJo411  fue  digerido  con  las  mismas

enzimas, para generar el fragmento codificante Sall/Hindlll (Fig.  8).  Los fragmentos
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de inter6s  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  "*z.i"  extracci6n

de   DNA   desde   geles   "8114EX"   (QIAGEN   Inc.,   Chatsworth,   CA   91311,    USA).

Posteriormente,  los fragmentos  se ligaron para generar el vector pAfes/a,  de 9612 pb

(Fig.  8). La presencia del fragmento fue verificada mediante los siguientes criterios: i.

segtin el patr6n de migraci6n del DNA en geles de agarosa, ii. por la recuperaci6n del

fragmento  Sall/Hindlll  a  partir  de  la  digesti6n  del  vector  pArfesJo  con  las  mismas

enzimas, iii. por hibridaci6n de una sonda de fesJo a colonias bacterianas transformadas

con el producto de la ligaci6n,  y iii. por ensayo de la actividad P-galactosidasa de las

bacterias  trausformadas  con pAfes/a.  La regi6n de policlonamiento  de p4L2ER GLJ  se

ubica inmersa en el gen /OCZ, por lo tanto el vector p4L7ER®-I  silvestre es capaz de

conferir actividad P-galactosidasa a las bacterias que lo polfan,  las que en presencia de

un sustrato adecuado, generan un producto coloreado. Cuando se inserta un fragmento

en la regi6n de clonamiento el gen JczcZ se destruye, y por lo tanto las bacterias que lo

portan no poseen la actividad mencionada.

1.6.   Mutag6nesis.

La  mutag6nesis  puntual  del  CDNA  fas/a  se  realiz6  con  el  procediniento  de

mutag6nesis z.# vJ.fro  "4/fered Sztes®"  Q'romega Coxp. , Madison, WI  us4), que usa el

vector de mutag6nesis  "p4LZEjz®-I" , o con el procedimiento de mutag6nesis mediante
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la  reacci6n en  cadena  de  la  polimerasa  ("PCR";  Horton  y  col.   1989;  Landt  y  col.

1990). La presencia de las mutaciones fue verificada por secuenciaci6n del DNA.        `

0    Sa'l(38)

mndlll (56)

pAlter-1
5680 pb

5662 Pb           Hindlll

Sall (9559)

pAl,§lo
9612 pb

hslo4_1 1
6851 pb

Sall (6798)

Hindlll (3897)

Figura   8.   Subclonamiento   de
fas/a en el fagemido pAlter-1.
El    fragmento    codificante    del
canal  Asto   (de   3950  pares   de
bases  (pb))  se  obtuvo  al  digerir
hslo4  11  con las enzinas Sall y `.
Hindlll.  Este  inserto  se  lig6  al
fragmento  de  5662  pb  obtenido
al   digerir   con   las   mismas   el
vector     pAlter-1      El      vector
resultante,     pArfes/a     tiene    un
tamafio de 9612 pb.                    `

1.6.1.   Sistema de mutag6nesis Altered Sites®.

E`l    sistema   de   mutag6nesis   4/fered   Sz.fcs®,    ocupa   un   vector   fagemido

especializado  para  mutag6nesis  llamado  p4£ZER®-J.  Este  vector  posee  un  gen  de

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

inactivo debido a una mutaci6n puntual en 61 (Amps). El vector pArfesJo se us6 como el
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vector de partida para la mutag6nesis de fas/a.  El m6todo  se basa en la capacidad del

fag6mido p4Z,ZEE QJ de generar particulas virales cuyo DNA es de una hebra cuando

las bacterias trausformadas se infectan con un bacteri6fago ayudador. El fago ayudador

aporta los genes que codifican para las proteinas de la capsula viral, y las proteinas que

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

hebra simple. De este modo  ,  al infectar bacterias trausformadas con el vector pAfes7o

con el fago helper R801  es posible purificar del medio  de cultivo,   particulas virales

del fag6mido pAfesJo. EI 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 simultineamente con el oligonucle6tido mutag6Iiico y con un oligonucle6tido de

reparaci6n del gen de resistencia   a ampicilina  (Fig.  9).  En una  reacci6n I.#  w.fro  se

sintetiza  la  hebra  complementaria  que  contiene  la  mutaci6n  deseada  en  el  iuserto

codificante como tambi6n el gen reparado de resistencia a la ampicilina.  El   producto

de esta reacci6n 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

lhutada.  EI DNA generado se usa para transformar bacterias JM109.  Los mutantes se

seleccionan con ampicilina.

1.6.2,.   Mutag6nesis por PCR.

El  procedimiento  de  mutag6nesis  por  PCR  es fa  basado  en  la  estrategia  de

"cuatro partidores"  y es una modificaci6n de los m6todos descritos por Horton y col.
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(1989)  y  Landt y  col.  (1990).  Un requisito  del  m6todo  es  la presencia de  dos  sitios

rfucos de restricci6n que flanqueen la zona que se desea mutagenizar.

Figura  9.  Esquema  del  procedimiento
de mutagenesis in vitro ``Altered sites" .
Las    bacterias    trausformadas    con    el
fag6mido   pAfes/o   se   infectan   con   el
bacteri6fago "fee/per" R801 para inducir
la producci6n de particulas virales  cuyo
DNA  es  pAfes/o    de  una  hebra.  Sobre
este         D NA         se         al inean         los
oligonucle6tidos      mutagenico      y      de
reparaci6n de la resistencia a ampicilina

(Amp).     La    sintesis     de     la    hebra
complementaria    que    contiene    ambas
mutaciones     se     realiza     con     DNA

polimerasa T7.  EI DNA final se obtiene
luego     de     transfomar    bacterias     y
seleccionar los mutantes con ampicilina.

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

mutagenizar.  En la reacci6n  1  (R1)  se usan como partidores un partidor mutag6nico,

a, y un partidor extemo universal b,  es decir distal a la mutaci6n y a uno de los sitios
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de restricci6n mencionados.  En la reacci6n 2 (R2)  se usa un partidor mutagenico,  c,

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

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

respectivamente, contienen la mutaci6n en ambas hebras, y se sobreponen parcialmente

en los extremos que poseen la mutaci6n.  Estos fragmentos se purifican y se extienden

en una tercera reacci6n de PCR ai3) en presencia de los partidores externos b y d. El

fragmento  generado,  bd esta limitado por los  extremos  5'  de  los partidores  b y  d,  y

posee la mutaci6n en ambas hebras (Fig.  10).  Este fragmento se digiri6 con EcoRV y

EcoRI  y  se  subclon6  como  un  "cczsJcffe"  en  el  CDNA  fesJo  silvestre,  previamente

tratado con las mismas enzinas de restricci6n.

\R3/
-
ed-I
1=- a

E    EiiiiiiiiiEiiiE

Figura     10.     Procedimiento     de
mutag6nesis por PCR.
El  sitio  a  mutagenizar  en  el  DNA
templado (fas/a) se esquematiza con
un   circulo   vacio.   Este   sitio   esfa
flanqueado     por     dos     sitios     de
restricci6n  tinicos  (El   y  E2).   En
una     reacci6n     (R1)     el      DNA
templado      se      alinea      con     los
oligonucle6tidos   a   y   b,   y   en   la
segunda reacci6n (R2) se alinea con
los   oligonucle6tidos   b   y   c.   Los
fragmentos de PCR ab y cd se usan
como     DNA     templado     en     la
reacci6n  R3,  en  conjunto  con  los

partidores   externos   b   y   d.    Los
hebras  simples  de  los  fragmentos
ab  y   cd  se   sobreponen  segtin  se

indica  en  R3.  Los  partidores  b  y  d  generan  el  fragmento  de  inter6s  bd,  que  contiene  la
mutaci6n en ambas hebras.
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1.] .   Secuenciaci6n del DNA.

EI DNA fue secuenciado usando el "kJ.f" de secuenciaci6n Sequenase Vcr. 2.0

(Amersham Life Science Inc. , Arlington Heigths,1160005,  USA) basado en el m6todo

de  "terminaci6n  de  la  cadena  por  dideoxinucle6tidos"  (Sambrook  y  col.   1989).  La

cromatografia del DNA marcado con dATP-or32S  (NEN,  Boston,  MA 02118,  USA) se

realiz6 en geles de poliacrilamida al 6%. Los geles fueron lavados y deshidratados con

una  soluci6n  de  acido  ac6tico  5%  y  metanol   15%,  y  posteriormente  secados.   I,a

detecci6n de las bandas de DNA se hizo por autoradiografia.

1.8.  Trauscripci6n in vitro.

I,a   trauscripci6n   se   realiz6   usando   como   templado   un  DNA   plasmidial

previamente linearizado, en un sitio rinico (Notl o Hindlll) ubicado inmediatamente rio

abajo de,1as secuencias 3' no traducidas (secuencia poliA o RNT 3'  de la P-globina de

Xc#opus /czevz.s)  o  de la secuencia codificante  en el  caso  que  el plasmidio  no  tuviera

estas   secuencias.   La  purificaci6n   del   DNA   linearizado   y   toda   su   manipulaci6n

posterior se hizo en medios libres   de RNAsas.  La linearizaci6n se verific6 en un gel

de agarosa al o.7%.                             I

La  reacci6n  de   transcripci6n  se   efectu6   empleando   el   "k!.f"   mMESSAGE

mMACHINE   (Ambion  Inc.,   Austin,   TX   UE4).   La   sintesis   se   dirigi6   desde   el

promotor T7 y  se hizo  en presencia de  G(5')ppp(5')G,  un analogo  del nucle6tido  de

modificaci6n en 5'  (7-metil guanosina,  "cczp").  La reacci6n de trauscripci6n se detuvo



Materiales y M6todos 54

removiendo  el  DNA  templado  con    DNAsa  I  libre  de  RNAsa,  o  afiadiendo  medio

volumen de una soluci6n de precipitaci6n de RNA (Licl 7.5 M,  EDTA 75  mM).  La

mezcla se enfri6  a -20  °C por una hera,  y  se  sediment6  a maxima velocidad por 20

min  en  una  minicentrifuga.   El  sedinento  de  RNA  se  lav6  en  etanol  70%   y  se

resuspendi6 en agua libre de RNAsa.  La integridad del trauscrito se verific6 en un gel

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

2.   Rarras, oocitos y ndcroinyeci6n.

2,.1..   Ramas.

Grupos   de  7   a   15   ejemplares   hembras   de   la  especie  Xe#opus  /czew.s  se

mantuvieron en bateas  plasticas  con  15  a  20  1itros  de  agua  potable  sin  cloro,  a una

temperatura maxima de 20  °C y en obscuridad continua.  El cloro del  agua potable se

extrajo almacenindola en toneles de  100 litros y burbujeando aire durante dos  a tres

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

2,.2,.   Oocitos.

Los ejemplares de Xe#opws' /cczvz.s' se anestesiaron por inmersi6n en una mezcla

de  agua  y  hielo  durante  30  a  60  minutos.   Mediante  una  incisi6n  abdominal  se

disecaron uno o dos 16bulos ovaricos y se trausfirieron a soluci6n OR-2.  Esta soluci6n

esta compuesta por:  Nacl 82,5 mM, Kcl 2,5 mM, Mgc12  1  mM,  HEPES 5 mM, pH
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7,6. La incisi6n fue suturada y el ejemplar devuelto a la mezcla de agua y hielo para su

recuperaci6n 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  USH), equivalente a a

450 U/ml, por un perfodo de 60 a 90 minutos, a temperatura ambiente y con agitaci6n

orbital de 30 a 60 ciclos por minuto. Posteriormente, los oocitos se lavaron 5 veces en

medio OR-2 sin colagenasa haciendose a la vez una primera selecci6n de oocitos de los

estados V y VI.  Los oocitos se transfirieron entonces a soluci6n ND96 (Nacl 96 mM,

Kcl 2 mM,  Cac121,8 mM,  Mgc121  mM,  HEPES  5  mM,  pH 7,6)  suplementada con

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

2,.3.   Microinyecci6n.

Doce  a  24  horas  despu6s  del  tratamiento  con  colagenasa,   se  seleccionaron

oocitos  de los  estados V y VI sin membrana folicular.  Se microinyect6  50 nl de una

soluci6n de mRNA en agua  (0,05  LLg/prl  a  0,5  LLg/Ill,  equivalentes  a 2,5  ng y  25  ng,

respectivamente)  de la subunidad   or del canal Kca,  fesJo silvestre,  o  de alguno de los

mutantes del segmento  S4.  La concentraci6n del mRNA se escogi6  segtin el nivel de

expresi6n de cada transcrito.



Materiales y M6todos 56

2,.3.1.   Procediniertto de ndcroinyecci6n.

La microinyecci6n  se  realiz6  en un equipo  consistente  de  una  lupa binocular

(Nikon) una fuente de luz con fibra 6ptica ("FO-150Z" ,  Chiu Technical Corp.; World

Precision  Iustrunents  (WPI),  Sarasota,  FL  USA),  un  microinyector  ("A203XVY",

WPI,  Sarasota,  FL  U54)  y  un  micromanipulador  ("M3301R",  WPI,  Sarasota,  FL

USA). Las micropipetas de inyecci6n 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  quebr6  con  una  pinza  bajo  el

microscopio   para  obtener  puntas   de  un  diinetro   de  a   20   Hm.   Una   exteusi6n

aproximada de  1  cm.  medida desde el borde posterior de la micropipeta se llen6  con

aceite  mineral   liviano   04-3516,   Sigma   Chemical   Co.   St   Louis,   MO   USA).   La

micropipeta  se  iusert6  en  el  vastago  del  microinyector  y  el  aceite  mineral  se  hizo

avanzar  hasta  la  punta.   Se  succion6  entonces  un     volumen  de   1   LLl  de  mRNA,

depositado  previamente  en un trozo  de  Parafilm" ubicado  sobre  una  placa  de  Petri

llena de hielo.  Los oocitos se depositaron en una placa plastica que contenia ND96, y

se inyectaron inmediatamente.  A la placa se le adhiri6 una rejilla plastica que permite

mantener a los oocitos en una posici6n fija durante la microinyecci6n.

Los  registros  electrofisiol6gicos   se  efectuaron     2   a  7   dias   despu6s   de  la

microinyecci6n.  Durante  este  tiempo  los  oocitos  microinyectados  se  mantuvieron en

ND96 suplementado con gentamicina, a 18  °C.
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3.   Eusayo de unl6n de lberiotorina.

La iberiotoxina abTX)  es una toxina peptidica que fue  aislada del veneno del

escorpi6n B#£fez!f famwJ#s (Galvez y col.  1990) y tiene una alta afinidad y especificidad

para  los  canales  Kca.  La toxina bloquea  la corriente  del  canal  con un mecanismo  de

reacci6n 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

versi6n mutada ([]25I]IbTX-D19Y/Y36F) de la toxina silvestre con el fin de pemitir su

radioyodaci6n sin inducir una perdida de la actividad biol6gica afoschak y col.  1997).

Estos autores demostraron que la afinidad y la cinetica de la interacci6n de los canales

Kca con la toxim 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

desintegraci6n la mol6cula pierde su capacidad de unirse al canal.

La  actividad especifica de la  ['25I]IbTX-D19Y/Y36F  fue  de  2.178  Ci  /  Inlnol.

La  concentraci6n  de  la  toxina  se  determin6  en  forma  previa  al  ensayo  de  union,

midiendo una alicuota de 2 Hl de la toxina marcada.  La concentraci6n de la toxina fue

1,065  .  10-9 M.

3.1.  Medici6n de la deusidad de candles usando iberiotoxina

Con el objeto de estinar el ntimero de canales presentes  en la membrana,  los

oocitos  se incubaron con IbTX en soluci6n A,  compuesta de ND96,  gentamicina  (50

Hg/ml) y BSA 0,1 % .
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Elvolumendeincubaci6nfuede 5 LLlporoocito  , y consisti6 en  4        LLl        de

soluci6n A 1,25x,  (concentrada 1,25 veces en relaci6n a la concentraci6n final), con el

fin de  compensar  la  diluci6n    sufrida  al  afiadir  el  volumen de  1  LLl  de  IbTX  -]25|  (1

nM).  La  composici6n  de  la  soluci6n  A  (1,25x)  fue:   ND96  (1,25x),  BSA  0.125%

(1,25x)  y  gentamicina  (1,25x).   La  concentraci6n  final  de  IbTX  fue  de  200  pM,

concentraci6n  10  veces  mayor  que  la  constante  de  disociaci6n  de  la  toxina  en baja

fuerza i6nica,  q£D IbTX  =  20  .10-'2 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  i6nica;

especificamente el Na+,  cuya concentraci6n en el medio de incubaci6n es  =  96 mM,

inhibe la uni6n de []25I]IbTX-D19Y/Y36F con una constante de inhibici6n de 28 mM y

un ndmero  de Hill  de  1  a{oschak y  col.  1997).  Para  estimar  la  fracci6n de  canales

unidos a IbTX ¢r.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/r.c   pues la uni6n de un

ion Na+  al canal  lo  imposibilita totalmente  de unir  toxina. /r.c   fue  calculado  con la

ecuaci6n de Gaddum (vcr ap6ndice Ill):

fT.c  --  1  /  {1  + KD  / mL .  (1  +  pea+]  I K,)} (9)

donde  jrD    y  K,  son  las  constantes  de  disociaci6n  de  la  lbTX  y  del  Na+  al  canal,

respectivamente,  [T]L  es  la  concentraci6n de  IbTX  libre  en equilibrio  y  [Na+]  es  la

concentraci6n de Na+ en el medio.

Los  oocitos  se incubaron  12 horas con la toxina,  dado  que el  equilibrio  de la

uni6n  se  alcanza  luego  de  12  a  18  horas  de  incubaci6n  (comunicaci6n personal,  C.

Vergara; Koschak y col.  1997).
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La toxina no unida se lav6 con el siguiente procedimiento:

i.   Diluci6n de 40 veces del volumen de incubaci6n (5 Ill a 200 Ltl).

ii. Traspaso y lavado de cada oocito a un tubo con 100 lil de soluci6n A (sin IbTX.)

iii. Repetici6n del paso ii.  3 veces. En cada lavado el oocito se dej6 en el tubo durante

el tiempo  que  tom6  hacer el traspaso  de toda  la serie  de  oocitos  incubados  (a  10

min.).  Como  la  disociaci6n de  la toxina  es  lenta  (f„   a  8  horas;  Koschck y  col.

1997) la toxina unida a los canales fas/a no alcanza a disociarse en este lapso.

iv. Traspaso de cada oocito al tubo de medici6n, que contiene 100 Ill de ND96.

3.2,.   Cortteo de la toxina redloactiva,  []25I]-IbTX=D 19Y/Y36F.

La    radioactividad    de    la    [[25I]IbTX-D19Y/Y36F    se    midi6    despu6s    del

procedimiento de lavado, en un contador gczmJ7ccz (gentileza del Dr.  Tulio Nufiez,  Lab.

De Membranas, Dpto. de Biologia, Fac. de Ciencias, Universidad de Chile).  La uri6n

inespecffica se calcul6 a partir de la uni6n de la toxina a oocitos no inyectados.

4.    Registros electrof isiol6gicos.

Los  registros  electrofisiol6gicos  se  realizaron  usando  la  t6cnica  de   "pczfch

cJomp"  ¢Iamill  y  cols  1981).  La pipeta de  registro  se mantuvo  adherida a  la  c6lula

("ceJ/-affczched") o se escindi6 de ella con la cara intracelular de la membrana hacia el

bafio   ("I.#Si.de-o#f").   Se  registraron  corrientes  macrosc6picas   en  macroparches  de
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membrana (Hilgemam,  1989) de oocitos de Xc#opus /czci;is, inyectados 2 a 7 dias antes

con mRNA de feszo silvestre o mutado en la regi6n 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,  Coming,  Col-ning,  NY  USA) y teusi6n

en los  extremos del mismo.  Las pipetas  se estiraron en varios pasos,  en un estirador

horizontal de pipetas (Sutter Iustrrment Co. , Novato, CA 94948  USIA),  o en dos pasos

en  un  estirador  vertical  ("730",  David  Kopf Instruments,  Tujunga  CA  USH).  Las

pipetas  fueron pulidas  a  fuego  en una  microforja  construida  en  el  laboratorio,  hasta

obtener  pipetas  cuya  punta  tem'a  un  diinetro  de  5  a  10  Hm.  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   (vcr   secci6n  4.5:   Resistencia   en  serie).

Previamente a hacer el sello, la punta de la pipeta se cubri6 con aceite mineral liviano

04-3516,  Sigma  Chemical  Co.   St  Louis,  MO   USA)  con  el  fin  de  incrementar  la

estabilidad del sello.
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4.2h   Soluciones de registro.

Las  pipetas  de  registro  se  llenaron  con  una  soluci6n  de  metanosulfonato  de

potasio  O[MES)  110  mM,  Mgc12  2  mM,  HEPES  10  mM,  pH  7  y  10  HM  de  Ca2+

contaninante.   El  metanosulfonato   (MES)   se  us6  como   ani6n  no  permeante  para

minimizar las corrientes de cloruro end6genas del oocito (Miledi 1982).

En    los    experimentos    de    bloqueo    por    Ba2+    interno    de    las    corrientes

macrosc6picas fas/a,  la soluci6n de la cinara de registro,  que en la configuraci6n de

parche escindido baha la cara intracelular de la membrana,  conteria: KMES  110 mM,

HEPES   10  mM,   pH  7,   y   10   HM   de   Ca2+   contaminante   o   Ca2+   afiadido   a  las

concentraciones  indicadas.  La  [Ca2+]  1ibre  en  la  soluci6n  del  bafio  se  midi6  con un

electrodo de Ca2+ (WPI, Sarasota, FL USA).

En los experimentos en que se midi6 la dependencia del potencial y del Ca2+ de

la activaci6n de las corrientes macrosc6picas fas/a,  1a [Ca2+]  1ibre ([Ca2+]) del bafio se

tampon6  con los  quelantes  de  Ca2+  HEDTA,  EGTA  y  EDTA.  La  concentraci6n de

Ca2+ total afiadido necesaria para obtener una [Ca2+]L dada,  se calcul6 con el programa

CHELATOR  (Schoenmakers  y col.  1992).  Todas  las  soluciones  con concentraciones

de  Ca2+  libre  entre  10  nM  y  3  mM,  contem'an:  KMES  110  mM,  HEDTA  5  mM,

HEPES  10 mM, pH 7.  La  [Ca2+]L deseada fue obtenida afiadiendo  alicuotas  de Cac12

concentrado.  La [Ca2+]L se midi6 con un electrodo de Ca2+  (WPI,  Sarasota,  FL  Used).

Las  soluciones  cuya  [Ca2+]L  fue  menor  de  10  nM,  se  obtuvieron  reemplazando  la

cantidad correspondiente de MES  con:  HEDTA  10 mM  ([Ca2+]L  =  1.5  nM),  EGTA
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10 mM  ([Ca2+]L  =  363  pM),  HEDTA 70  mM  ([Ca2+]L  =  217  pM),  EDTA  10  mM

([Ca2+]L  =  55 pM),  EGTA 70 mM ([Ca2+]L  =  52 pM),  EDTA 70 mM  ([Ca2+]L  =  8

pM).

4.3.   Siste:rira de registro de las corriehies macrosc6picas.

El  sistema de registro utilizado  se  compone  de  los  siguientes  elementos  (Fig.

llA):   una  cinara  de  registro   fabricada  en  el   laboratorio,   un  porta   cabezal   o

"fecczdsJ¢gc"  (que  contiene  el  amplificador  convertidor  de  corriente  a  voltaje  como

talnbi6n los  componentes  necesarios  para dar  pulsos  de  comando  al  amplificador)  el    .

ampliflcador de  "parch  c/czrmp",  un osciloscopio  de dos  canales  (5502,  Hung  Chang,

Seoul,  Korea),  un filtro Bessel,  pasa bajos  (900,  Frecuency  Devices,  Haverhill,  MA

USA),  rna  tarjeta  ahalogo  digital/digital  andlogo  de   100  KHz  (LabMaster  TL-1,

Scientific  Solutions,  Solon,  Ohio  USIA),  y  un  computador  AT  (Pentium  133  MHz).

Durante   el   transcurso   de   la  tesis   se  us6   el   amplificador   EPC7   (List  Medical,

1 .--,-       `~.,I   =-

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

Instruments, Foster City, CA USA).

La camara de registro  se mont6  sobre una mesa antivibratoria fabricada en el

laboratorio y bajo una lupa binocular Q'ZM, WPI, Sarasota, FL USA) con un rango de



Materiales y M6todos 63

Camara de Tegis(ro

Figura 11. Esquema del sistema de registro y adquisici6n de corriente.
A.  El  esquema muestra los  componentes  usados  en el  registro  y  adquisici6n de  la  corriente
i6nica.  Las  flechas  indican el  sentido  de  las  sefiales  de  corriente  y  voltaje.  Los  estimulos  de
voltaje (V) se generaron en el computador y a trav6s del convertidor digital - anilogo (DA) se
tradujeron en una  sefial  anal6gica  capaz  de  ser  usada  por  el  amplificador  de  "pczfch".    Las
sefiales analogas de  corriente (I)  fueron filtradas y digitalizadas  con el  convertidor analogo -
digital (AD). Esta serial fue almacenada en linea en el disco duro del computador. 8. 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  (Vcon).  Para mantener  el  potencial  de  la membrana  igual  a Vcom,  el
amplificador entrega una corriente igual a la que circula por la membrana (Im) a trav6s de la
resistencia de "/eedbczck"  (R[).  El voltaje a la salida de este amplificador es V  =  Vcon` -Im  . Rf.
El amplificador diferencial (DiD hace la diferencia entre V y Vcom y por lo tanto el potencial a
la salida es Vs  =  Im  .  Rf.  Se indica ademas la resistencia de la pipeta (Rp) y la resistencia y la
capacidad de la membrana (Rm y Cm), como asi tambi6n la caida de potencial en la pipeta (Vp)

y en la membrana (Vm).

magnificaci6n de 14 a 80 veces. La visualizaci6n del oocito en la camara fue facilitada

por  una  fuente  de  luz  con  fibra  6ptica  (FiberLite  180,  Dolan  Jener  Industries  Inc.

Lawrence, MA  USIA).  La cinara de registro, de 200 Ill,  se equip6 con un sistema de
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capilares plasticos  que permite introducir y  retirar  soluciones  por diferencia presi6n.

El  medio  se  cambi6  haciendo  fluir  5  a  8  volinenes  de  soluci6n  a  trav6s  de  la  de

cinara. Cfuando se intercambi6 soluciones con distintas [Ca2+], se observ6 que con los

primeros  dos  volinenes  se  alcanzaba  el  cambio  maximo  en  la  activaci6n  de  las

corrientes fesJo, detectadas con un pulso de 10 mv, a una frecuencia de 0,5 Hz.

La  posici6n y  el  desplazamiento  de  la  pipeta  de  registro  se  control6  con un

micromanipulador  compuesto  por  tres  plataformas  con  tomillo  micrometrico  (420,

Newport Co.rporation,  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 relaci6n al

plano vertical.   El desplazamiento en este eje se pudo controlar manualmente o con un

motor (860, Newport Corporation, Fountain Valley, CA us4) con cdntrolador gradual

de velocidad ("JoystJ.ck" , 860-J, Newport Corporation, Fountain Valley, CA us4).

4.4.   Procedirhieuto de registro de las corrierttes macrosc6picas.

La  membrana  vitelina  del  oocito  se  removi6  manualmente  en  la  camara  de

registro.  La  pipeta  de  registro  se  introdujo  a  la  cinara  y  la  soluci6n  del  bafio  se

cambi6 para evitar la contaminaci6n con Ca2+.  Antes  de  hacer el  sello  se  cancel6  la

diferencia  de  potencial  entre  el  electrodo  de  registro  y  el  electrodo  de  referencia.

Alnbos electrodos se fabricaron con alambre de plata recubiertos con cloruro de plata

(Ag/Agcl).  El  recubrimiento  se hizo  sumergiendo  el  alambre  de  Ag  en soluci6n de

hipoclorito  de  sodio.   Los  sellos  se  hicieron  acercando  la  pipeta  de  registro  a  la
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superficie del oocito midiendo sinultineamente   la corriente  que  flnye 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

oocit,o, se detiene el acercamiento de la pipeta y se aplica un vacio leve al interior de la

nrisma. Esto produce un contacto intimo entre la membrana del oocito y el borde de la

punta de la pipeta,  fomindose un sello de  alta resistencia el6ctrica  (2  1  GQ).  Si la

pipeta no se mueve adicionalmente, el sello es "adherido a la c6lula"  ("ce/Z-czffczched").

Para escindir el sello dejando la cara interna de la membrana expuesta al bafio ("I.#si.dc

owf") la pipeta se desplaz6 rapidamente, alejindose del oocito.

4.5.  Resistencia en serie.

El  sistema  de  registro  de  corriente  utiliza  un  amplificador  de  "pczfch-c/a"p"

Gig.  118).  En este  sistema  el  potencial  de  membrana  (Vm)  se  controla  mediante  el

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

en  la  in.embrana  am).  En  este  sistema  el  potencial  real  de  la  membrana  no  puede

medirse  y   se  espera  que  sea  igual  al  potencial  de  comando   (Vcon,).   Sin  embargo

rigurosamente, el potencial de membrana es:

Vm  =  Vcom - Vp (10)

donde Vp es la caida de potencial a trav6s de la pipeta.  Esta caida de potencial es una

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

la soluci6n de pipeta y en la punta de la pipeta.  Asi entonces, para que se cumpla que
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Vm  sea  igual  a Vcom  ,  Vp  debe  ser  despreciable  en relaci6n  a  la  cafda  de  potencial  a

trav6s  de la membrana (Vm).  Esta condici6n se cumple  solamente  si  la resistencia de

pipeta q) es despreciable en relaci6n a la resistencia de membrana (Rm), pues dada la

naturaleza del circuito tenemos :

Vp  -  Im  .  Rp

Vm  -  Im  .  Rm

y al hacer la raz6n de ambas ecuaciones resulta:

Vp'| Vm -Rp I Rm (12)

Para lograr que esta raz6n sea baja,  se debe trabajar con pipetas de baja resistencia en

relaci6n  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 (Rp) 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  .  10-8 S,  o a una Rm de 20 MQ.  En

estas condiciones Vp / Vm   =  1 / 20, y por lo tanto Vm s 0,95  .  Vcom,  lo que inplica un

error  de un  5%  en Vm  respecto  al  potencial  aplicado.  Este  error  introducido  por  la .

resistencia en serie no fue corregido.

5.    Adquisici6n y analisis de los datos electrofisiol6gicos.

Las  corrientes  'fesJo  se  indujeron  estimulando  el  parche  de  membrana  con

pulsos  rectangulares  de  voltaje,  de  magnitud  creciente  y  de  duraci6n  adecuada  para

alcanzar  el  estado  estacionario  de  las  corrientes.  Alternativamente,  la  membrana  se
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estimul6  con  una  rampa  de  potencial  lo  suficientemente  lenta  como  para  registrar

corrientes en pseudo estado estacionario.  Esta condici6n fue comprobada estimulando

con un pulso  triangular  de  voltaje  cuya magnitud  fue  igual  a  la  de  la  rampa,  y  de

duraci6n variable.  Se consider6 que la corriente estaba en pseudo  estado  estacionario

cuando  la fase  ascendente  del pulso  triangular  de potencial  indujo  una  corriente  que

visualmente era la inagen especular de la corriente inducida por la fase descendente

del pulso triangular.

La  serial  de  corriente  se  filtr6   a  una  frecuencia  5   veces  menor  que  la

frecuencia  de  muestreo  del  convertidor  ahalogo  digital  (ADC)  y  se  adquiri6  con  el

programa pclamp 5.51 (Axon Instrument, Inc.).

El  analisis  basico  de  los  datos,  que  incluy6  la correcci6n de  la  linea base  de

los  registros  de  corriente  y  la  construcci6n  de  las  curvas  de  corriente  en  estado

estacionario  en  funci6n  del  potencial  de  membrana  (curvas  Ice-V)  se  hizo  con  el

programa pclamp  6.0  (Axon Instrument,  Inc.).  Con los  datos  de Iee-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.  Estimaci6n del bloqueo por Ba2+ .
'

La  cinetica  del  bloqueo  de  los  canales  Kca  por  el  Ba2+  presente  en  la  cara

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

inducido por el Ba2+  contaminante de las  corrientes fesJo,  fue necesario dar pulsos de
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potencial de hasta  150 mv y de  1  segundo  de duraci6n.  Para evitar acumulaci6n del

bloqueo, los pulsos de potencial en el intervalo de 100 mv a 150 mv se separaron por

intervalos de un minuto.

5.2..   Esti:riraci6n del ninero equivaler[te de cargas de compuerta (zeq).

Para   obtener   un   valor   confiable   del   ndmero   equivalente   de   cargas   de

compuerta,  zcq,   se  debe  determinar  la  conductancia  maxilpa,   G„ur,   del  parche  de

membrana  del  cual  se  es fa  registrando.  Con este  fin,  la  membrana  se  estimul6  con

pulsos   rectangulares   de   potencial   y   se   hicieron   curvas   Ice-V.   Las   curvas   de

conductancia,   G,   en   funci6n   del   potencial   de   membrana,    V,   (curvas   G-V)   se

obtuvieron con la relaci6n:

G = J/IV-EKJ                                                          (13)

donde I es la corriente de K+ medida y EK es el potencial de equilibrio del potasio.  La

G„ur   se determin6  ajustando una distribuci6n de Boltzmann a  las  curvas  G-V  en un

intervalo apropiado de [Ca2+] :

Po=  G/ Gnac--[1  +  exp  (-Zeq.  F.  Iviife-V)  /  (R. T))]-I                (14)
I

donde zcg es el ntimero equivalente de cargas de compuerta,  V% es el voltaje en cual se

alcanza el 50% de la G„ur,   F es la constante de Faraday, A es la constante de los gases

y  I la temperatura absoluta.  Una vez que  G„ur fue encontrado,  se us6  ese valor para

ajustar  todas  las  curvas  Po-V  (curvas  de  conductancia  nomalizada  en  funci6n  del

potencial) en el intervalo de [Ca2+] probadas para dicho parche de membrana.
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Los   canales  Kca  nativos  y  clonados   son  bloqueados   por  el   Ca2+   intemo;

adicionalmente,  la  conductancia  del  canal  tinico  se  satura  a  potenciales  2  120  mv

(Oberhauser y col.  1988;  Cox y col.  1997a).  El bloqueo por Ca2+  es  dependiente del

potencial y aumenta cuando el potencial se despolariza.  Estos fen6menos inducen una

no linearidad en las curvas de corriente en estado estacionario en funci6n del potencial,

que  debe  ser  tomada  en  cuenta  en  la  estimaci6n  de  las  curvas  G-V,  pues  puede

introducir un error en la determinaci6n de la  Gmac.  Este  error  se  produce  cuando  en

presencia de  [Ca2+] bajas es necesario aplicar voltajes despolarizantes 2  120 mv para

activar  los  canales  o  cuando  la  [Ca2+I  esta Jen  el  intervalo  milinolar,  induciendo  el

bloqueo de los canales a potenciales menores  que el valor indicado.  En presencia del

bloqueo  por  Ca2+,  G„ac  sera  subestimada  y  zcq  sera  sobreestimada.  Como  el  bloqueo

por Ca2+ es ripido, no interfiere con la determinaci6n de G„,or a partir de las corrientes

de  cola,  inducidas  con potenciales  negativos.  Para  comprobar  que  el  valor  de  G„ae

estimado  de  las  curvas  Iee-V  no  estaba  subestinado  por  el  bloqueo  por  Ca2+,,  se

construyeron curvas G-V a partir de las corrientes de cola, en presencia de las mismas

concentraciones de Ca2+ en que se determin6 la G,mat a partir de las curvas Ice-V.  Las

curvas G-V obtenidas de las colas  confirmaron que los valores de  G„ur   obtenidos de

las curvas Ice-V, en el intervalo de potenciales de membrana y [Ca2+] en que se estim6

dicho parinetro, no estaban afectados por el bloqueo por Ca2+.
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6.    Reactivos espectf icos.

El  6ter  corona  acido  (+)18-corona-6-tetracarboxilico  (A18C6T;  E.  Merck,

Darmstadt,  Germany)  fue  donado  gentilmente  por  el  Dr.  Jacques  Neyton,  y  se  us6

como   quelante   de   Ba2+.   Este   compuesto   tambi6n   se   conoce   como   acido   (+)-

1,4,7,10,13,16   -hexa-oxa-ciclooctadecano   -2,3,11,12-tetracarboxilico;   Ci6H240|4,

a]ig.  12).  La  estequiometria  del  complejo  A18C6T/Ba2+  es  1:1  (vcr  resultados).  El

eter corona tambien une K+ y Ca2+ con constantes de disociaci6n  de 3.3  .  10-6 M y 10-8

M,    respectivamente  (Dietrich,  1985).  EI  A18C6T  se  us6  a  partir  de  una  soluci6n

concentrada en agua.

r`O|
00

Figura 12. Estructura quimica del 6ter corona A18C6T.
cooH          Estructura   del   acido   (+)-18-corona-6-tetracarbo-xili6o

(A18C6T) ,            tambien            denominado :             icido•... '''cooH          (2R,3R,llR,12R)         -(+)-1,4,7,10,13,16-hexaoxaciclo-

octadecano-2,3,11,12-tetracarboxilico.



RESULTADOS

1.   Los   candles   hslo   siivestres   expresados   en  oocitos,   son   sens{bles   al   Ca2+   y

dependieutes del potencial.

La inyecci6n del mRNA del canal Kca fas/o en oocitos de Xc#opur /czev!.S,  tiene

como  resultado  la expresi6n de corrientes  de K+  que conservan las  caracteristicas  de

los  canales  Kca nativos.  La  figura  13  muestra  que  las  corrientes  macrosc6picas  fesJo

son dependientes del potencial electrico transmembranal y del Ca2+ 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  [Ca2+]  en  el  1ado  intracelular  del  canal  es  265  HM,  hay

canales que al potencial de mantenci6n (0 mv) estan abiertos (ver Fig.  22, curva G-V

a 265LLM]). De esta manera, la corriente instantinea de entrada se debe al cambio en la

fuerza electromotriz para el K+. La relajaci6n 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 instantinea de salida,  que se relaja

a un nivel estacionario de mayor amplitud,  que refleja la apertura de una fracci6n de

los canales que estaban cerrados a 0 mv. La sensibilidad al Ca2+ de los canales fesJo se

observa  en  la  figura  138.  En  esta  se  superpusieron  cuatro  registros  de  corrientes

inducidas por un pulso  de 50 mv,  en un intervalo  de  [Ca2+]  de  187  nM  a 265  HM.

71
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Con la  [Ca2+]  mas baja la corriente inducida es  despreciable.  Sin embargo,  a medida

que  la  [Ca2+]  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 inactivaci6n.

Asf entonces, las canales fesfo expresados en oocitos de Xc#opz4f conservan dos

90mv

-90 mv

265 ulvI Ca2+

90mv70mv50mv30mv10mv

-10 mv-'2JWT _--`
-3o mv

-90 mv

50mv

[Ca2+] variable

Figura 13. Dependencia del voltaje y del Ca2+ de las corrientes hslo expresadas en oocitos de
Xenopus laevis .
Familias  de  corrientes  macrosc6picas  fas/o  registradas  de  un  mismo  parche  de  membrana
escindido con el interior hacia afuera.  En A y 8  el potencial de mantenci6n fue 0 mv y el

protocolo  de  pulsos  de  voltaje  usado  se  ilustra  en  la  parte  superior.  La  HC+]  fue  110  mM,
simetrica.  EI Ca2+  se tampon6 con HEDTA.   A. Trazos superpuestos de corrientes inducidas

por pulsos de potencial de la magnitud indicada junto a cada trazo. La [Ca2+] fue 265 HM. 8.
Corrientes  inducidas  por  un  pulso  de  50  mv.  La  [Ca2+I  en  el  lado  intracelular  del  canal

(correspondiente al bafio) se indica junto a cada trazo.
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propiedades  fundamentales  de  la  activaci6n  de  los  canales  Kca:  la  dependencia  del

potencial y la seusibilidad al Ca2+.  (Blatz y Magleby 1987; Latorre y col.  1989).

2„   Ins corrierttes hslo poseen un proceso de inhibici6n lertto en parches escindidos.

En la figura 14A se observan corrientes fas/a tfpicas inducidas por pulsos de un

segundo  de  duraci6n,   en  un  parche  de  membrana  adherido  a  la  c6lula.   En  esta

configuraci6n  pulsos  de  potencial  de  hasta   180  mv  y  de  esta  duraci6n,   inducen

corrientes que no se inactivan.  Sin embargo,  cuando el parche se escinde de la c6lula

exponiendo   la  cara  intema  de  la  membrana  al  bafio,   los  pulsos   despolarizantes

extremos  (2  80  mv)  inducen una corriente  que decae  con el  tiempo  (Wallner y  col.

1995; Tseng-Crank y col.  1994).  Esta inhibici6n es apenas perceptible a 80 mv, pero

a medida que el  voltaje se  incrementa,  el decaimiento  de  la corriente  se  acelera y  la

amplitud en el estado estacionario disminuye (Fig.  148).

El decaimiento de la corriente observado en parches escindidos, no se modifica

al aumentar la [Ca2+]  desde  10 prM a 37 HM.  El curso temporal del decaimiento de la

corriente  inducido  por  estimulos  de  loo  mv  y  120  mv,  fue  el  mismo  en  ambas

concentraciones de Ca2+ interno (Fig.  14C).  Esta relajaci6n se pudo describir con una

funci6n exponencial con una constante de decaimiento tD.  En el recuadro de la misma

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

en ambas concentraciones de Ca2+,  lo que indica que el proceso no es dependiente de

este cati6n.
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Figura 14.  Las corrientes macrosc6picas fes/a presentan una inhibici6n lenta dependiente del

potencial.
Los  registros  de  corriente  en A  ®arche  adherido  a  la  c6lula)  y  en 8  (lado  intemo  hacia  el
bafio) se obtuvieron del mismo parche. En todos los casos la K+] en la soluci6n de la pipeta y
del bafio fue 110 mM y el potencial de mantenci6n fue 0 mv. A. Registros tipicos de corriente
en un parche de membrana adherido a la c6lula. El parche se estimul6 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.  8.  Corrientes inducidas por pulsos de voltaje de  1  s,  en
un parche escindido con el lado interno hacia el bafio.  Para los pulsos  2  80 mv el intervalo
entre pulsos fue de  1  min con el fin de evitar la acumulaci6n de la inhibici6n.  C.  Corrientes
superpuestas obtenidas a dos [Ca2+] (10 HM y 37 HM) a los potenciales indicados.  El recuadro
muestra  la  constante  de  tiempo  del  decaimiento  (td)  en  funci6n  del  potencial,  para  las  dos

[Ca2+]. td se obtuvo ajustando una funci6n exponencial a los trazos.
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El  proceso  de  inhibici6n  descrito  tiene  similitudes  con  la  inactivaci6n  que

sufren los canales de K+  dependientes del potencial y los canales  de K+  dependientes

de  Ca2+  de  las  celulas  cromafines  de  rata,  Kcai.  Dado  que  la  inhibici6n  de  fesfo  es

dependiente del potencial (Fig.  14B,C;  vcr Fig.  15C),  el proceso podria corresponder

a una inactivaci6n de tipo N de los canales Kv (Hoshi y col.  1990)  o del tipo Kcai de

los canales Kca de c6lulas cromaflnes (Solaro y Lingle,  1992).  Sin embargo, la cin6tica

de la inhibici6n de los  canales fesJo es  demasiado  lenta en relaci6n a los procesos de

inactivaci6n mencionados,  pareciendose mas  a la cirfetica de la inactivaci6n tipo C de

los canales Kv ¢Ioshi y col.  1991).  La inactivaci6n tipo C es independiente del voltaje

en `el  intervalo  de  -25  mv  a  50  mv  Qloshi  y  col.   1991),  lo  que  sugiere  que  la

inhibici6n de fas/a es un fen6meno distinto a la inactivaci6n del tipo C.  Por otro lado,

el decaimiento de la corriente hace recordar el bloqueo dependiente del potencial por

bario  intemo,  de  los  canales  de K+  (Armstrong  y  Taylor,  1980;  Baton y  Brodwick,

1980).  Debido  a  la  similitud  de  este  bloqueo  con  el  proceso  observado  con  fas/o  y

tomando  en  cuenta  que  los  canales  Kca  son  bloqueados  por  Ba2+  intemo  en  foma

dependiente  del  potencial  overgara  y  Latorre,   1983;   secci6n  4.4.1,  Introducci6n),

propusimos la hip6tesis que el decaimiento de la corriente fesJo se debe a un bloqueo

por  Ba2+  presente  en  el  medio  interno.  Aunque  la  inhibici6n  se  observa  sin  afiadir

Ba2+,  la soluci6n del bafio tendria una concentraci6n efectiva de Ba2+ capaz de inducir

un bloqueo de la corriente a potenciales 2 100 mv. Este bloqueo se manifiesta cuando

al   escindir   el   parche   de   membrana   con   la   cara   interna   hacia   afuera,   el   Ba2+

contaminante puede interactuar con los canales AS/a.
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2,.1.  EI Ba2+  inferno induce un proceso de inhibici6n similar a aquel observado al

escindir el parche de membrana.

Para comprobar la hip6tesis planteada,  se observ6 el efecto  inducido al afiadir

Ba2+   1   LLM  a  la  soluci6n  interna  (Fig.   15A  y  8)  y  se  compar6  con  la  inhibici6n

observada al escindir la membrana en soluciones  sin Ba2+  afiadido  (Fig.  148  y  15C).

Las  corrientes  obteridas en presencia de Ba2+  1  HM  (Fig.  15A)  son cualitativamente

similares a las corrientes obtenidas en soluciones  sin Ba2+  agregado.  Sin embargo,  al

afiadir Ba2+  se  observan las  siguientes  diferencias:  a.  En presencia  de  Ba2+  1  HM  la

inhibici6n es evidente a 80 mv, y comparable a la observada con pulsos de 100 mv en

la condici6n control (sin Ba2+ afiadido); b. Para cualquier voltaje dado,  la velocidad de

la  inhibici6n  es  mayor  en presencia  de  Ba2+  1  HM    que  cuando  no  se  agrega  este

cati6n. Las curvas de corriente en estado estacionario (IEE) en funci6n del potencial, en

ambas  condiciones  se  ajustaron  con una  distribuci6n  de  Boltzmann  que  describe  la

activaci6n de la corriente,  factorizada por una  isoterma  de  Langmuir que describe  la

fracci6n de corriente bloqueada en funci6n de la [Ba2+] :

IEE   =   {Gun  .  IV -EK)  / [ 1  +  exp  (-Zeq .  F .  IV -VJ  /  (R . T) ]  }  .

[  (1  +  H3a2;2+]  / Kd in ) -]] (15)

En esta expresi6n G„ur  es la conductancia maxima, EK es el potencial de equilibrio del

K+, zap  es el ntimero equivalente de cargas de compuerta,  r es la temperatura y F y A

son   las   coustantes   de   Faraday   y   de   los   gases,   respectivamente;   Pa2+/   es   la

concentrici6n de Ba2+ intemo y Kd (1? es la constante de disociaci6n para la uni6n de
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Figura 15. EI Ba2+ intemo induce una inhibici6n de las corrientes fas/a que es cualitativamente
similar a la inhibici6n observada sin Ba2+ agregado.
A.  Corrientes  obtenidas  al agregar Ba2+  1  prM  a la soluci6n del bafio  (cara  intracelular de la
membrana). La magnitud de los estfmulos de voltaje se indica junto a cada trazo. Se usaron las
mismas condiciones detalladas en la figura 14. 8. Curva de corriente en estado estacionario en
funci6n del potencial (curvas Ice-V), para los datos mostrados en A.  La corriente se midi6 al
fmal de cada pulso de voltaje. La linea continua es el ajuste de la ecuaci6n 15 a los datos, con
los siguientes parinetros:  Gum   = 82 ns, zcq =  1,7, Vo =  11 mv, jrd /a/  =  1,37 mM y z6  =
2,15.  C.  Curva Iee-V   obtenida de los  datos  de  la  figura  148,  sin Ba2+  agregado.  I,a  linea
continua es el ajuste de la ecuaci6n 15 a los datos usando los parametros Jrd  /a/  (1,37 mM) y
za  (2,15) obtenidos de la figura 158.  Les parinetros ajustados fueron:  G„ar   =  65 ns, zcq  =
2,0,  Vo = -5 mv, y H3a2+], el Ba2+ contaminante,  =  144 nM.
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Ba2+.   La  ecuaci6n  15   supone  que  la  reacci6n  de  uni6n  del  Ba2+   es  bimolecular

(Vergara y Latorre,  1983; P6rez y col.  1994) y que la constante de disociaci6n para la

uni6n del Ba2+ es una funci6n exponencial del voltaje segdn la ecuaci6n 16 (Woodhull,

1973):

Kd an  = Kd (o)  . exp [ -z .  6 . F . v /  (R . T) ] (16)

donde Kd  (0/  es  la  constante  de  disociaci6n para  la uni6n del  Ba2+  a  0  mv,  z  es  la

valencia del ion bloqueador y  a es la fracci6n del total del potencial el6ctrico que cae

entre la soluci6n del lado interno, donde se encuentra el bloqueador, y el sitio de uni6n

del Ba2+.  Estas  suposiciones se han usado en la descripci6n de la interacci6n del Ba2+

con otros canales Kca (Vergara y Latorre,  1983,  Benham y col.  1985) y los resultados

obtenidos indican que son apropiadas para fesJo.

El ajuste de la ecuaci6n 15 a la curva Ice-V obtenida con Ba2+  1  LLM Q]ig.  158)

dio como resultado un z6  =  2.15 y una Kd (0)  =  1.37 mM.  Al usar estos parinetros
\

en el ajuste de la curva IEE-V obtenida sin Ba2+  agregado  (Fig.  15C),  se pudo estinar

que 'el Ba2+  contaminante presente en la soluci6n interna,  alcanza a  144 nM.  El valor

concuerda con el  obtenido  a partir del  analisis  cin6tico  del bloqueo  a  distintas  [Ba2+]

(vcr  secci6n 2.2).  Este  resultado  fue  una primera  indicaci6n  que  la  indibici6n de  la

corriente observada en un medio sin Ba2+  agregado se debe a un bloqueo inducido por

e| Ba2+ contaminante.
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2,.2,.  Propiedades del bloqueo de las  corrientes hslo inducido por el Ba2+  irtterno.

Estimaci6n de la concentraci6n de Ba2+  contaivinante.

En la figura  15A  se puede  observar  que  a una  [Ba2+]  constante,  1a  relajaci6n de  las

corrientes se puede ajustar con una funci6n exponencial simple a todos los potenciales

donde  se  observa  bloqueo.  Adicionalmente,  la  velocidad  con  que  las  corrientes  se

bloquean   es   directamente   proporcional   a   la   [Ba2+]    (Fig.16);    sin   embargo   la

recuperaci6n   desde   el   bloqueo   es   independiente   de   la   [Ba2+]   (Fig.    17).   Estas

caracteristicas  concuerdan con un modelo  de  interacci6n del bloqueador  con un solo

sitio, como el cousiderado en el esquema E5:

kl -  pea2+]

abierto  I:..TT_.i:i:2    bloqueado

¢
(E5)

En  este  modelo,  la  fracci6n  de  corriente  remanente  en  el  equilibrio, ji„  la

constante de tiempo de decaimiento,  7d,  y la constante de tiempo de recuperaci6n (7,;

vcr ecuaci6n 23) es fan dadas por las siguientes expresiones :

flr --  P /  a¢, .  H3c[2+I  +  p)

id =  1  /  q¢, .  pea2:2+]  +  p)

Tr f3  1  /   G.

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

proporcional a la [Ba2+] libre en la soluci6n intema, de` acuerdo a la relaci6n:

a--k].P3a2;2+]. (20)
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Estas  relaciones  permiten  calcular  las  velocidades  de  entrada  y  salida  del

bloqueo   a  partir  de  la  medici6n  de   la  raz6n  de  corriente   remanente  en  estado

estacionario  en  relaci6n  a  la  corriente  maxima  O}r),   y  del  ajuste  de  una  funci6n

exponencial  a  la relajaci6n de  la  corriente  (7d).  Al  combinar  las  ecuaciones  17  y  18

tenemos:

f lr -  G  .  cd

y de esta relaci6n se puede obtener P:

P=flr   /  Cd.

(17a)

(21)

Ch  se  obtiene  entonces  sustituyendo  el  valor  calculado  de  P  en  la  ecuaci6n   18  y

reordenando:

a +  P - 1 / Td

a -  (1 / cJ - P.

'1'1

sin Ba2+ afiadido

0.2 prM

1HM

i3HM'          ' I

0.6                     1.2

Tiempo (s)

Figura  16.  Efecto  del  Ba2+  intemo  en  la
cin6tiea de entrada al estado bloqueado.
EI   Ba2+   intemo   acelera   la  velocidad  de
inhibici6n de la corriente.  Supexposici6n de
las  corrientes  inducidas  por  un  pulso  de
150 mv en parches  escindidos  con la cara
interna   hacia   el   bafio,   sin   Ba2+   afiadido

(registro  superior)  y  en  presencia  de  las
[Ba2+]   indicadas.   En   todos   los   casos   el

potencial  de  mantenci6n  fue  0  mv  y  la
[Ca2+I  fue  la  contaminante  (10  HM).  Para
comparar  las  velocidades  de  bloqueo,  las
corrientes  fueron  normalizadas  a  su  valor
maximo.
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Figura  17.  El  tiempo  de  recuperaci6n
desde    el    estado    bloqueado,     rr,    es
independiente de la H3a2+].

El parche de membrana se escindi6 con
la   cara   interna   hacia   el   bafio   y   se
mantuvo   a   0   mv.    La   corriente   se
monitore6  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  fesJo.   La
recuperaci6n   de   la   corriente,   medida
con  el  pulso  de  prueba,  tiene  un  curso
temporal  exponencial  (linea  continua).
Se    muestra    la    recuperaci6n    de    la
corriente para tres parches distintos,  sin
bario agregado (arriba),  con Ba2+  1  prM

(al  centro)  y  con Ba2+  3  LiM  (abajo).  El
esquema    sobre    el    grafico    superior
corresp onde         al         p roto colo         de
estimulaci6n.

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

18A  se  puede  observar  que  la  velocidad  de  bloqueo  Ch  es  una  funci6n  lineal  de  la

concentraci6n  de  Ba2+.   Es   necesario   notar   que   los   valores   de   or   obtenidos   con

concentraciones  de  Ba2+  decrecientes  tienden  hacia  el  valor  de  Ch  obtenido  sin  Ba2+

afiadido (Fig.  18A, recuadro). Este valor de or, que segrin la ecuaci6n `20 se espera que

sea  cero,  se  deberia  a  la  presencia  de  cantidades  contaminantes  del  cati6n Ba2+.  La

extrapolaci6n de la linea recta ajustada a los datos de la figura 18 a Ch  = 0, indica
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Figura 18. Dependencia del Ba2+ de las velocidades de entrada y salida del bloqueo.
A.  La velocidad de entrada al bloqueo,  Ch,  se calcul6  a partir de las corrientes  inducidas por

pulsos de  150 mv a las H3ac12] intemo indicadas (vcr Fig.  15).  Se midi6 la corriente maxima
y en el estado estacionario.  La relajaci6n de la corriente se ajust6 con una exponencial simple
(td).  or se obtuvo usando las ecuaciones 21  y 22,  segtin se indica: en el texto.  La linea recta es
el ajuste de la ecuaci6n 20 a los datos,  con un parinetro de pendiente k,  =  1,8  .  107 s-I M-I.
En el recuadro se muestra el mismo grffico para resaltar que sin Bac12 afiadido el intercepto
en el eje Y es  1.4 s-I y no cero como predice la ecuaci6n 20. 8. La constante de velocidad de
salida desde el estado bloqueado, ¢ =  /I / r,J - c¥,  a 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  .   104  s-I  M-I,  y  un  intercepto  de  0,26  s-I.  Las  barras  representan  la
desviaci6n estandar. El ndmero de observaciones vari6 de 3 a 6 experimentos.

que la contaninaci6n de Ba2+ alcanza a 70 nM. Esta observaci6n concuerda con la idea

que el Ba2+  contaminante presente en la soluci6n intema  (bafio)  es  respousable de la

inhibici6n de la corriente observada cuando no se agrega Ba2+.

En la figura  188  se aprecia que la velocidad de  recuperaci6n desde  el estado

bloqueado,  P,  es independiente de la [Ba2+].  Dado que la recuperaci6n de la corriente
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se  midi6  en presencia  de  Ba2+  (ver  Fig.  17),,  la  relajaci6n  de  la  corriente  des¢e  el

estado bloqueado,  7r, esfa dada por la siguiente expresi6n:

Cr --  1  /  q¢i .  H3a2+]  +  P) . (23)

donde k,  .  Pc}2+/  =  c¥ (ec.  20).  Sin embargo,  se  debe  considerar  que  el  bloqueo  es

dependiente del potencial  (Fig.  158).   La dependencia del potencial de las constantes

de velocidad (orov) y Pov)) fue cuantificada de acuerdo a (Woodhull,  1973):

aan --  ao . exp (z . 6'  . F . V / q3 . T))

Pin --  Po . exp (I. .  8"  . F . V ./  (R . T))

donde  c¥o   y 4o   son las constantes de velocidad cuando V  =  0 mv,  J' es la distancia

electrica desde la soluci6n interna hasta el pico  de la barrera de  energfa que  el Ba2+

debe sobrepasar para alcanzar su sitio,  y  a" es la distancia entre el sitio de uni6n del

Ba2+  en el poro del canal hasta el pico de la barrera ya mencionada.  Asi entonces,  se

cuniple que la suma de las distancias  G' y  a" es igual a la distancia electrica del sitio

de Ba2+  (8):

6 -- 6 ' + 5 , , (25)

En  la  figura  19A  se  puede  observar  que  c¥ depende  del  potencial  con  una  tasa  de

cambio de e veces cada 19,2  ±  1,5 mv. Esta dependencia corresponde a un 8'  =  0,66

±  0,05 e implica que a 0 mv, el voltaje en que se midi6 la recuperaci6n del bloqueo

(Fig.  17),  el valor de  er es  de 3,15  .  10-3  s-I.  Este valor es  entre  60  a  100  veces  mas

pequefio  que  P,  y  por  lo  tanto  la  contribuci6n  del  proceso  de  bloqueo  (Ch)  a  la

relajaci6n de la corriente en el experimento de recuperaci6n desde el bloqueo (Fig.  17)
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es despreciable.  Se puede cousiderar entonces que P es esencialmente independiente de

la H3a2+I en el intervalo examinado G]ig.  198), comprobindose la suposici6n hecha en

la ecuaci6n 19 (P zs  1 / t[,).

La velocidad de salida desde el estado bloqueado,  P,  fue medida a potenciales

iguales o menores que 0 mv para favorecer este proceso en relaci6n a la velocidad de

bloqueo  Ch  (Fig.  198).  Los resultados  indican que la salida del Ba2+  desde  su  sitio es

solo debilmente dependiente del voltaje,  con un 8"  de 0,14  ±  0,02,  que implica un

cambio de c veces cada 92  ±  13 mv.  De la ecuaci6n 25 se puede estimar que el sitio

de uni6n del Ba2+  se encuentra a una distancia el6ctrica de 0,8  ±  0,07 en el campo.

Tomando en cuenta el error experimental,  la determinaci6n concuerda razonablemente

con  la   distancia   el6ctrica   del   sitio   de   Ba2+   obtenida   de   las   medidas   en  estado

estacionario, que indican que el sitio esta a una distancia electrica 8  =  1,03  ±  0,38 (n

-  13).

2.2..1.   El 6ter  corona quelartte  de Bc[2+,  A18C6T,  inhibe  el  decalndemo  de  la

corriente observedo sin Ba2+  agregado.

En la figura 20A se puede apreciar un ejemplo de la ilihibici6n de la corriente

fesJo observada con un pulso de 140 mv. Cuando la soluci6n del bafio contiene 50 HM

del  quelante  de  Ba2+,  A18C6T    (Fig.  12,  Materiales  y  M6todos),  la  inhibici6n de  la

corriente se remueve completamente. Las curvas de corriente en estado estacionario en
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Figura  19.  Dependencia  del  potencial  de  las  constantes  de  velocidad  de  entrada  al  estado
bloqueado (or) y de salida del mismo (P).
Para facilitar la comparaci6n entre A y 8, en ambos graficos la ordenada cubre cuatro ordenes
de magnitud y  la abscisa  170 mv.  En todos  los  casos  la  [Ca2+]  fue  10  prM  en presencia de
Ba2+  contaminante.  A.  I.a  relajaci6n  de  las  corrientes  inducidas  por  pulsos  de  los  voltajes
indicados  fue  ajustada con una exponencial  simple.  La const.ante  or  se  calcul6  a partir de  la
constante de tiempo de la exponencial ajustada (tD) y de la fracci6n de corriente remanente, j}„
usando las ecuaciones 21 y 22 segrin se indica en el texto. La linea continua es el mejor ajuste

ponderado de los datos segtin el ndmero 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 ecuaci6n 24a con parfmetrQ§ or(0)
=  3,15   .   10-3   ±   1,89  .   10-3    s-I,  y  6'   =  0,66.  8.  La  constante  de  velocidad  de  salida  del

bloqueo,  P, fue determinada como se detalla en la figura 188, para el intervalo de potenciales
entre -150 mv y 0 mv.  A 0 mv or es entre 60 a  loo veces menor que  P,  y a -150 mv Ch es
aproxinadamente  106 veces menor que  a.  La linea continua es el mejor ajuste ponderado de
los datos segdn el ndmero de determinaciones, n (n =  13 a 0 mv; n = 4 a -50 mv; n = 2 a -
100 mv y n =  1 a -120 y -150 mv) con la ecuaci6n 24b con parinetros a(0)  = 0,25  ±  0,04
s-1, y 8"  = 0,14.  I 0,02

funci6n del potencial en condici6n control  (sin Ba2+  agregado) y  con 50  prM del eter

corona  se  observan  en  la  figura  208.     La  adici6n  del  quelante  de  Ba2+   al  lado

intracelular   de   la   membrana  reduce   la   inhibici6n   de   la   corriente   en  todos   los
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potenciales donde 6sta se observa en condici6n control.  En la figura 20C se muestra la

relaci6n   de   coliductancia   nomalizada   en   funci6n   del   potencial,   para   los   datos

graficados  en  la  figura  208.  El  quelante  induce  un  leve  desplazamiento  hacia  la

derecha de la curva de activaci6n (a 13 mv). Esta observaci6n concuerda con el hecho

que el A18C6T es capaz de unir Ca2+ (Dietrich,   1985). Por lo tanto, el corrimiento de

la curva de activaci6n hacia potenciales mss positivos se debe al secuestro de Ca2+ por

el quelante. La [Ca2+] libre de las soluciones usadas se midi6 con un electrodo de Ca2+

encontrindose que la concentraci6n del cati6n disminuy6 de 10 LLM a 7 LLM luego de la

adici6n  de  A18.C6T  50  HM.  Usando  la  constante  de  disociaci6n  (Kd)  del  complejo

A18C6T-Ba2+  (ver mas adelante),  las jrd   de los  complejos  del eter corona con K+  y.

con Ca2+ que se encuentran en la literatura (Dietrich,   1985), y suponiendo una H3a2+]

contaminante de 70 nM,  segdn se estim6 en la figura  18A,  se calcul6  qrie 50  HM de

6ter corona reduce la  [Ca2+]  de  10 prM a  8,7  HM y la  [Ba2+]  de 70 nM  a 7 nM.  Los

experinentos indican entonces que la remoci6n de la inhibici6n de la corriente que se

observa al afiadir A18C6T 50 HM se debe a la disminuci6n de la [Ba2+]  contaminante

que esta bloqueando la conducci6n de corriente.
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Figura 20. El quelante de Ba2+, A18C6T, remueve la inhibici6n de la corriente.
A. Registros de corriente obtenidos sin Ba2+ afiadido y con A18C6T 50 HM. Pulso de 140 mv
desde un potencial de mantenci6n de 0 mv. 8.  Curvas de corriente en estado estacionario en
funci6n del potencial,  en condici6n control  (sin Ba2+  afiadido)  y  en presencia  de  50  HM  de
A18C6T  en  la  soluci6n  interna  (bafio),   del  experimento  mostrado  en  A.   C.   Grafico  de
conductancia normalizada en funci.6n del potencial para los datos  graficados  en 8.  Los dates
de conductancia se calcularon con:  G   = I / (V -EJ, y se normalizaron por la conductancia
maxina (Gmar)  obtenida del ajuste de la ecuaci6n  15  a los datos  (linea continua).  Suponiendo
rna  H3a2+]  contaminante  de  70  nM  (Fig.  18A)  se  obtuvieron  los  siguientes  valores  para  la
curva sin Ba2+ agregado:  Gma   =  15 ns, zcq  =  1,35,  Vo  =  22 mv, Kd /OJ  =  646 HM y zJ =
2,4. I.a curva en presencia de A18C6T 50 prM se ajust6 usando jrd /OJ  =  646 HM y zJ = 2,4.
Los valores ajustados fueron:  Gmar  =  14 ns, z,a  =  1,7,  Vo =  35 mv, y [Ba2+]  =  0,27 nM.  El
desplazamiento de la curva G-V se debe a una disminuci6n de la  [Ca2+]  de  10  HM a 7 HM,
medida con un electrodo de Ca2+.  Esta disminuci6n de la  [Ca2+]  concuerda con la calculada

(8,7 HM) usando las constantes de disociaci6n de los complejos del quelante con K+,  Ca2+ y
Ba2+.
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2..2..2,.   El quelame de Ba2+  aumenta la duraci6n de los per{odos  activos  de los

canales hslo.

Los  canales  Kca  recoustituidos  en  membranas  artificiales  presentan  estados

cerrados  de  larga duraci6n,  aun cuando  no  se ha  afiadido  Ba2+  a  la  soluci6n intema

(Vergara  y  Latorre,   1983,  Neyton  y  Miller,   1988).  A  nivel  de  canales  tinicos,  la

adici6n de eter corona (50  LLM)  a la soluci6n intema,  disminuy6  la frecuencia de los

estados cerrados de larga duraci6n, aumentado la duraci6n de los perfodos de actividad

(Fig. 21, Diaz y col.1996; Neyton,1996). Estos resultados indican que el Ba2+

ttl+       ,un,,       ,L       lj
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Figura    21.    El    quelante    de    Ba2+     ,
A18C6T,   decrece   la   frecuencia   de   los
estados cerrados de larga duraci6n.
Los  canales  fas/a  se  incorporaron  a  una
bicapa     artificial      a     partir     de     una

preparaci6n  de  membrana  de  oocitos  de
Xenop us              laevis ,              prev larneme
microinyectados  con  el  mRNA  de  fas/a.
A.  Registro  de  canales  fes/o  obtenidos  en
220 mM de Kcl sim6trico,  a  80 mv.  Ira

[Ca2+]    interno    fue    50    LiM,    sin    Ba2+
afiadido.    Los    estados    cerrados    largos

pueden    explicarse    como    perfodos    de
bloqueo por el Ba2+  contaminante,  de a 4
s de duraci6n.  8.  Registro  obtenido  de  la
misma  bicapa  observada  en  A,  luego  de
afiadir  20   HM  de  A18C6T.   El   quelante
dobl6   la   duraci6n   de   los   perfodos   de
actividad,  de   15   ±   3   (control,  sin  Ba2+

afiadido, ntimero de eventos  =  10) a 30  ±
8 s (20 HM de A18C6T, ntimero de eventos  =  6).  El quelante no modific6 la duraci6n de los

perfodos bloqueados (control:  3,9  ±  3 s, n  =  9 eventos; 20 HM de A18C6T: 4  ±  3 s, n  = 4
eventos). Figura tomada de Dfaz y col.  1996.
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contaminante presente en la soluci6n interna es respousable de los estados cerrados de

larga  duraci6n  observados  en  la  actividad  de  canales  dnicos,  como  tambi6n  de  la
1

inhibici6n de las corrientes macrosc6picas, observada a potenciales 2 loo mv.

2,.3.  El 6ter corona A18C6T remueve el bloqueo inducido por Ba2+ .

Para  confirmar  adicionalmente  que  el  eter  corona  A18C6T  actha  como    quelante  de

Ba2+,  se hizo una curva de respuesta al 6ter corona,  en presencia de Ba2+  1  LLM.  Esta

concentraci6n de  Ba2+  induce un bloqueo  marcado  de  la  corriente  fesJo  inducida por

pulsos de 150 mv (Fig.  15).  Como se espera de una atenuaci6n del bloqueo por el 6ter

corona,   al  agregar  concentraciones  crecientes  de  A18C6T  al  bafio  se  produce  un

aumento del tiempo de decaimiento (tD) y de la fracci6n de corriente remanente (Fig.

22A).  En la figura 228 se grafica la velocidad de bloqueo dedycida de la relajaci6n de

las corrientes frente al pulso de  150 mv,  en funci6n de la  [A18C6T].  Si el efecto del

quelante  es  disminuir  la  [Ba2+]  libre,  se  espera  que  concentraciones  crecientes  del

quelante disminuyan la velocidad del bloqueo (or).  La curva se ajust6 con una isoterma

de  Langmuir    con un  coeficiente  de  Hill  de  1,2.  Este  hallazgo  concuerda  con rna

estequiometria de| complejo A18C6T-Ba2+ de  1 : 1. Tomando en cuenta la ecuaci6n 20,

la curva de la figura 228 se puede intexpretar como una curva de titulaci6n del Ba2+.

Asi,   la  H}a2+]   libre  para  cada  [A18C6T]   (H3a2+]A]8c6T)  se  obtiene  dividiendo  or  en

Presencia del quelante (ct A[8c6T) Por or en ausencia del mismo (oho):
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Figura 22. El quelante de Ba2+, A18C6T, decrece la velocidad de bloqueo, er.
A. Corrientes inducidas por pulsos de 150 mv con 1  prM de Bac12 (registro a) o con la misma

H3a2+I mas A18C6T 3 HM (registro b),  10 prM (registro c) o 30 uM (registro d).  La [Ca2+] fue
100   HM   en   todos   los   casos.   8.   Velocidad   de   bloqueo,    or   (circulos   abiertos:    datos
experimentales  ±  D.S de 3 a 8 experimentos), obtenida con 1  HM de Bac12 interno, o con las
concentraciones  de  A18C6T  indicadas  .  ha  linea  representa  el  ajuste  de  una  isotema  de
Langmuir a los datos:  or  =  Chmax /  {1  +  ([A18C6T]  / K) N}  con parinetros orrmx  =  22,9 s-I,  K
= 4,54 nM y N =  1,2.

H3a2+]A|8an --(a A|8an /  aal.  q3a2+]o                                    (2;6)

donde Pa2+/a   es  la concentraci6n de Ba2+  en ausencia  del  quelante  (1  LiM).  Por  lo
.-                 .~,               ..`

tanto,  a  partir  de  la  figura  228  se  puede  calcular  la  constante  de  disociaci6n  del

complejo   A18C6T-Ba2+.   Para   calcular   dicha   constante   se   debe   cousiderar   todas

aquellas   interacciones   relevantes   del   quelante  con  otras   especies   presentes   en  la

soluci6n.   La   constante   se   calcul6   entonces   tomando   en   cuenta   los   equilibrios

simultineos  del  A18C6T  con el  Ba2+,  el  K+  y  el  Ca2+  (vcr  ap6ndice  I).  Usando  la

constante  de  disociaci6n  del  complejo  A18C6T-K+.  qhK   =   3,3   .10-6  M),  y  la  de|

complejo A18C6T-Ca2+,  qLca   =  10-8 M;  Dietrich,  1985),  se obtuvo una constante de

disociaci6n para el complejo A18C6T-Ba2+, KdBa,  de 1,6  .10-{° M.  Los compuestos 6ter
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corona tienen cavidades  de  diferentes  diinetros  en el  centro  del  anillo  poli6ter.  Los

miembros de la familia 18-corona-6 tienen un diinetro de la cavidad de 2,6 a 3,2 A, y

por lo tanto son capaces de unir K+  (2,66 A) y Ba2+  (2,68 A).  Aunque la raz6n KdK /

KdBa , para el compuesto 18-corona-6 (18C6) es # 56, el resultado descrito previamente

indica que la raz6n aumenta a 2,06 .  104 para el A18C6T.

A partir de los resultados descritos en la secci6n 2, se puede descartar entonces

la existencia de un proceso de inactivaci6n dependiente del potencial,  intriuseca de los

canales feszo.  La similitud del proceso de inhibici6n observado sin Ba2+  afiadido con el

que  se  observa  al  agregar  Ba2+  indica  que  el  primero  es  tambi6n un bloqueo  de  la

conducci6n  de  fas/a  inducido  por  el  Ba2+  contaminante.  Mas  aun,  la  capacidad  del

quelante de Ba2+, A18C6T, de remover la inhibici6n observada sin Ba2+ afiadido como

tambi6n  el  bloqueo  inducido  por  Ba2+  agregado,  sugiere  fuertemente  que  los  dos

fen6menos resultan de un bloqueo por Ba2+ interno.

3.    Propiedades   de  la  activaci6n  de  los   canales  hslo   expresados   en  oocitos   de

Xenopus laevis.

Los  canales  Kca  fas/a  clonados  del  miometrio  humano  (Wallner  y  col.   1995)

expresados en oocitos de Xenapus Jczew.J son,  como los canales nativos,  activados por

la  despolarizaci6n de  la membrana  o  por un  aumento  de  la  [Ca2+]  interno  (Fig.  13;

Blatz  y  Magleby,  1987;  Latorre  y  col.  1989;  MCManus,  1991).  La  dependencia  del

voltaje   y   del   Ca2+   de   la   activaci6n   se   caracterizaron   estudiando   las   corrientes
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macrosc6picas en macroparches de membrana.  Las corrientes se activaron con pulsos

rectangulares  de  potencial  en  el  intervalo  de  concentraciones  de  Ca2+  comprendido

entre picomolar y milimolar.  Un ejemplo tipico de las  corrientes  observadas  en estas

condiciones se muestra en la figura 23.  Cuando la [Ca2+] es del orden picomolar Q]ig.

23A) las corrientes solo pueden ser activadas por pulsos despolarizantes 2 a  loo mv;

esta  caracteristica  se  traduce  en  que  el  pie  de   la  curva  de   corriente   en  estado

estacionario  (IEE)  en funci6n del potencial  (curva IEE-V)  se ubica  a potenciales  2  100

mv. Esta conducta se repite en el intervalo de [Ca2+] comprendido entre 8 pM y a 100

nM (vcr figura 24).  Cuando el Ca2+  se incrementa a  1,2 prM,  el pie de la curva IEE-V

se  desplaza  hacia  la  izquierda  en  el  eje  del  voltaje  y  la  magnitud  de  la  corriente

maxima obterida aumenta (Fig.  238).  Si la  [Ca2+]  se  aumenta a 265  prM,  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  [Ca2+]  hay  una poblaci6n de  canales  que  se  encuentran  abiertos  al  potencial  de

mantenci6n (0 mv). Asi entonces, la relajaci6n de las corrientes iustantineas refleja el

cierre de los canales a esos potenciales negativos.

La  activaci6n  de  las  corrientes  fesJo  se  caracteriz6  a  partir  de  las  curvas  de

conductancia  en funci6n del potencial  (curva  G-V).  Estas  se  construyeron utilizando

las curvas IEE-V y la ecuaci6n 13 Or6todos):

G  =  IEE  I  IV -End (13)
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La   curva   G-V   se   describi6   ajustando   a   ella  una   distribuci6n   de   Boltzmam  y

normalizindola por la conductancia maxima obtenida en el parche (Ec.  14, Metodos):

Po--G/ Gun--[1  +  exp  (-Zeq. F.  gv1%-V)  /  (R. T))I-I                 (1T)

A.                      8 pM ca2t 8.                      1,2 " Ca2.                              C.                     265 HM ca2t

Figura 23. Corrientes rfes/a tipicas expresadas en oocitos de Xe#opus /czcvz.I .
Familias  de  corrientes  obtenidas  en  un  mismo  macroparche  de  membrana,  inducidas  por

pulsos de voltaje desde un potencial de mantenci6n de 0 mv (panel superior).  Los grfficos de
corriente en estado estacionario en funci6n del potencial (curvas IEE-V), se observan en la zona
inferior  de  la  figura.  La  [Ca2+]  libre  se  tampon6  con  EDTA  (A)  o  HEDTA  (8  y  C,  vcr
M6todos).  La  concentraci6n de K+  fue  de  110 mM,  sim6trica.  Estas  condiciones  se  repiten
todos los experimentos, a menos que se indique lo contrario.  A.  Corrientes obtenidas con una

[Ca2+]  =  8 pM.  El parche se estinul6 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. 8. La [Ca2+] fue  1,2 HM. 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
IEE-V.  C.  Corrientes obtenidas en 265  HM de Ca2+.  Las corrientes  corresponden a los pulsos
de -180, -80, -40, 0, 20, 50 y 90mv.  Con esta [Ca2+], una fracci6n de los canales del parche
se encuentran abiertos al potencial de mantenci6n El cambio en la fuerza electromotriz del K+

provocado por los pulsos de -180,  -80 y 40 mv induce  corrientes  de entrada iustantineas y
transitorias.  El  pulso  mas  negativo  induce  un  cierre  mss  ripido  y  un  nivel  estacionario  de
corriente menor en relaci6n a los pulsos de -80 y 40 mv.



Resultados 94

Un  ejemplo  de  este  analisis   se  puede  observar  en  la  figura  24.   Las   curvas   se

normalizaron  segtin  la   conductancia  maxima  medida   en  el   parche,   que   en  este

experinento  se  cousigui6  con  una   [Ca2+]   =   256   LLM.   La  figura  muestra  varias

caracteristicas de las corrientes feszo, entre las que se destacan: i. Los canales fas/a son

dependientes del potencial. A una [Ca2+I fija, la despolarizaci6n de la membrana activa

los  canales.  ii.  en  el  intervalo  de  [Ca2+]  comprendido  entre  8  pM  y  439  nM  la

activaci6n es independiente de la [Ca2+]:  cambios en la [Ca2+] de mss de 4 6rdenes de

magnitud  son incapaces  de modificar  la  activaci6n de  los  canales.  iii.  Las  curvas  de

activaci6n se hacen seusibles al Ca2+ cuando la [Ca2+]  es,  en promedio, 2  100 nM.  A

medida que la [Ca2+] aumenta se necesitan potenciales cada vez menores para alcanzar

un  mismo  nivel  de  probabilidad  del  estado  abierto  (Po).  Esto  se  traduce  en  que  el

potencial al cual se alcanza el 50% de la conductancia o probabilidad maxima, V]„,  se

desplaza hacia potenciales mas negativos al aumentar la [Ca2+].  iv.  Es evidente de las

curvas que con potenciales despolarizantes se desarrolla un proceso de inhibici6n de la

conductancia.  Esta  inhibici6n puede  provocar  una  subestimaci6n  de  la  conductancia

mckima (Gmar) del parche y por lo tanto introducir una sobreestimaci6n del ntimero de

cargas  de  compuerta  (zcq)  y un desplazamiento  hacia potenciales  hiperpolarizados  del

V]„ (vcr secci6n 5.2, M6todos).
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Figura 24.  Curvas  de probabilidad del  estado  abierto  (Po) .normalizadas  por  la probabilidad
mckina.
Las curvas de conductancia se obtuvieron a partir de la corriente de estado  estacionario  aEE-
V), registradas de un mismo parche.  Estas se ajustaron con la distribuci6n de Boltzmann (Ec.
14)  y  se  nomalizaron  por  la  conductancia  mckima  del  parche.  En  el  panel  principal  se
muestran las curvas obtenidas con [Ca2+I entre 8 pM y 256 LiM,  segtin se indica en el grafico.
Las .curvas marcadas con "8 pM a 439 nM Ca2tw  (0)  incluyen ademas las siguientes  [Ca2+]:
363 pM,  53 nM,  86 nM y  187 nM.  En el recuadro se graficaron las curvas de conductancia
normalizada  para   las   [Ca2+]   de   0,8   mM   y   2,9   mM.   Como   se   aprecia   del   ajuste,   la
conductancia obtenida con estas dos [Ca2+] fue menor que la observada con 256 HM de Ca2+.
Los parinetros de ajuste para este experimento se enumeran como Vi,2 (mv) y zcq para cada

[Ca2+]:  285,  0,6  (8 pM);  299,  0,6  (363 pM);  299,  0,7  (56 nM);  267,  0,8  (86 nM);  330,  0,5
(187 IiM);  302,  0,6 (439 nM);  131,1,4 (1,2 HM);  104,1,1  (3,7 HM);  58,1,0 (11,3  HM);  26,
1,0  (31,4 HM);  12,  0,8  (103  HM);  -22,  0,9  (256  HM); I-35,  0,9  (0,8  mM);  y -56 y  0,9  (2,9
nM).

La  naturaleza  de  esta  inhibici6n  es  desconocida.   Cuando  la  [Ca2+]  es  alta

(>256 HM) la inhibici6n podria deberse a un bloqueo rapido de la corriente por Ca2+

overgara   y   Latorre,   1983,   Oberhauser   y   col.   1988;   Cox   y   col.    1997a).   Con

concentraciones de Ca2+ menores que esta (vcr Fig. 238, panel inferior),  la inhibici6n

se  deberfa  a  que  se  alcanza un linite  en la  velocidad  con  que  los  iones  K+  pueden
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entrar y pasar a trav6s de los canales  abiertos  (Cox y col.  1997a).  Esta saturaci6n se

observa a potenciales  >  loo mv o  <  -100 mv].

La dependencia del ,Ca2+  de la activaci6n,  se puede visualizar mas  ffroilmente

graficando la relaci6n entre el potencial en que se alcanza el 50% de la G„„„   (V,„) y el

logaritmo de la [Ca2+]  (Fig.  25; Meera y col.  1996).  En la figura se pueden distinguir

claramente dos  intervalos  de  [Ca2+I  en los  que el  V],2  se  comporta diferencialmente.

Para  [Ca2+I  mayores  que  100  nM,  se  observa  que  el  V],2  decrece  a  medida  que  la

[Ca2+]  aumenta;  este  resultado  corresponde  al  corrimiento  hacia  la  izquierda  de  las

curvas  G-V  con  [Ca2+]  crecientes  Q]ig.  24).  El  corrimiento  del  V]„  representa  un

cambio  en  la  energia  libre  que  determina  el  equilibrio  entre  las  confomaciones

berradas  y  abiertas  del  canal.  Asi  entonces,  la  uni6n  de  Ca2+  desplaza  el  equilibrio

hacia la conformaci6n conductora del canal. Por otro lado, cuando la concentraci6n de

Ca2+ es   menor que a;100 nM,  el V]„ se hace independiente de la [Ca2+]  (Meera y col.

1996).  Como con estas [Ca2+] se alcanza una conductancia baja ( < 209ro  del maximo),

I Estos dos fen6menos podrfan llevar a una subestimaci6n de la conductancia maxima.  Con el

fin de estinar este posible  error,  las  curvas de  conductancia se determinaron a partir de  las
corrientes  de   cola  instantineas.   La  corriente  observada  al  potencial   de   cola   (VcoIA)   es
proporcional al ntimero de canales que se encuentran abiertos al final del estinulo de prueba;
la curva de  corriente  de cola  en funci6n del  potencial  (curva  GcoLA-V)  es  proporcional  a  la
curva   de   conductancia  normalizada.   El  bloqueo   por   Ca2+   es   rapido   y   dependiente  del
potencial,  favoreci6ndose con potenciales positivos.  Por lo  tanto,  si  la  curva de  conductancia
se detemina a partir de las corrientes de co`la registradas a un potencial negativo (VcoLA z= -70
mv),  el bloqueo  no  afecta la determinaci6n de la conductancia maxima (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  fen6meno  tampoco  afecta  la  determinaci6n  de  la  G„ae  (Cox  y  col,
1997a).  Las curvas GcoLA-V sugieren que los valores de  G„ur obtenidos desde las curvas IEE-V
son correctos, pues en el intervalo de voltajes y  [Ca2+]  en que se determin6 la  G„ur   en estas
curvas, tanibi6n se alcanza la Gma*  en la Curvas GcoLA-V.
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Figura    25.    Dependencia    del
E   --§      -E.                   .     WT       Ca2+delv]/2.
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Se  grafican  los  valores  de  V]„
obtenidos    del    ajuste    de    una
distribuci6n  de  Boltzmann  a  las
curvas  Po-V,   en  funci6n  de  la

[Ca2+I,  para fes/a  silvestre  (WT,
•).   Las   barras   representan   la

desviaci6n          standard          del

promedio.

la determinaci6n del parinetro V[n a partir del ajuste de las curvas G-V esta,sujeto a

error.   Sin  embargo,  cuando  los  canales  fesJo  se  sobreexpresan  en  los  oocitos  de

Xc#opur,  se  puede  obtener una  evidencia  adicional  que  refuerza  el  resultado  recien

descrito.  En la figura 26A se pueden observar familias de corrientes  obtenidas  con 8

pM  y  86  nM  de  Ca2+  en  un  mismo  parche.   Las  curvas  IEE-V  para  ambas   [Ca2+]

muestran   que   las   corrientes   se   supexponen   en   todo   el   intervalo   de   potenciales

probados,  sin ningivn indicio de un corrimiento en el eje del potencial para un cambio

de mas de 10.000 veces en la [Ca2+].

Este resultado permite rechazar directamente el modelo de  "activaci6n i6nica"

(Fig. 5, Introducci6n), pues dicho modelo predice una relaci6n lineal entre el V]„ y el

logaritmo  de  la  [Ca2+],  para  cualquier  intervalo  de  concentraciones  (Wong  y  col.

1982).  Asi  entonces,  la dependencia del potencial  de  la  activaci6n no  puede  ser una

cousecuencia  de  la uni6n de  Ca2+  a un sitio  que  siente  el  campo  el6ctrico  o  que  es

modulado por 61. Como las corrientes son capaces de activarse con estfmulos de
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Figura 26.  Las  corrientes fas/a  son  independientes  del  Ca2+  cuando  la  [Ca2+]  es  menor que
100 nM.
A.  Los  oocitos  de  Xc#opur  se  inyectaron  con  50  nl  de  RNA  0,7  ng/prl  de  fas/a  silvestre,
clonado el vector de alta expresi6n M3 (Wallner y col.  1996). Las corrientes se registraron del
mismo parche una semana despu6s de la inyecci6n.  El potencial de mantenci6n 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 (secci6n 4.5 M6todos),  las
corrientes 2 5 nA introducen un error 2 5%  en el potencial de membrana rvm).  Sin embargo,
dado  que  los  registros  se  utilizaron  s6lo  para  observar  diferencias  en  la  magnitud  de  la
corriente,   el  error  introducido  en  Vm  es   irrelevante.   8.   Curvas  de   corriente   en  estado
estacionario en funci6n del potencial (IEE-V) para las corrientes mostradas en A.  Note que un
aumento de 10.000 veces en la [Ca2+I no cambia el potencial en que se activan las corrientes.

potencial en forma independiente de la [Ca2+],  los canales deben poseer un sensor de

potencial  intriuseco.  Tomando  en  cuenta  que  el  sensor  putativo  debe  ser  cargado  y

encontrarse  en  el  campo  el6ctrico  trausmembranal,  los  segmentos  transmembranales

que  poseen  aminoacidos  cargados  son  candidatos  para  cumplir  esta  funci6n.  En  el

canal fesJo los segmentos S2, S3 y S4 cumplen con estos requisites.

La  dependencia  del  potencial  de  fesJo  se  estim6  a  partir  del  ajuste  de  una

distribuci6n  de  Boltzmann  (ecuaci6n  14)  a  las  curvas  de  conductancia  normalizada

(curvas Po-V).  De este ajuste se obtiene un ndmero aparente de cargas de compuerta

(zeq)  que  corresponde  al  ndmero  de  cargas  de  compuerta  cuyo  movimiento  en  la
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totalidad del campo el6ctrico trausmembranal esta asociado al proceso de activaci6n de

hslo.

Para  fesJo  silvestre  (WT)  se  obtuvo  un  valor  de  1,43   ±  0,36  ®romedio  ±

D.S.; n =  31). Cuando el ndmero de cargas por canal se midi6 a partir de la corriente

mckima de compuerta (Q) y del ndmero de canales (N) estimado con analisis de ruido

(Q/N) se obtuvo un valor de 4 a 5 cargas por canal (Stefani y col.  1997). Estos valores

se gontrastan con la aguda dependencia del potencial del canal de K+  dependiente del

potencial,   Sfeczker,   donde  se  determin6  que  hay   13   cargas  cuyo  movimiento  esfa

acoplado al proceso de activaci6n (Aggarwal y MacKinnon,  1996; Seoh y col.  1996).

3.1.  Mutaciones punluales del segmeuto S4.

Con el objetivo de probar el papel que el segmento transmembranal S4 tiene en

la  dependencia  del  potencial  de  fas/a,   se  realizaron  mutaciones  especificas  de  los

residuos  de  este  dominio.  Los  aminoacidos  a  mutar  se  eligieron  de  acuerdo  a  un

alineamiento de la secuencia fesJo con la de canales de K+, Na+ y Ca2+ dependientes del

potencial. La porci6n del alineamiento correspondiente al segmento S4 de fesJo con el del

canal Slhaker 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 Ca2+ dependientes del potencial se puede observar en la Fig. 2 de la Introducci6n;

Wallner y col.  1996).  El alineamiento 2 Gig.  27) predice que el segmento S4 de fesfo

posee  tres  residuos  positivos:   las  argininas  207,  210  y  213.   Estos  residuos  fueron
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mutados   por   aminoacidos   neutros   (glutamina   (Q),   asparragina   (N))   o   negativos

(glutinico  q])).  Estas mutaciones corresponden a:  R207Q2,  R207E,  R210Q,  R210N y

R213Q.  Los  residuos  hidr6fobos  (leucina  204),  polares  (glutamina  216)  o  negativos

(glutamato 219) del segmento S4 de fesJo, pero que en Sfedrer son aminoacidos cargados

positivamente, fueron mutados por residuos positivos, polares o neutros. Las mutaciones

realizadas  en  estas  posiciones  son  las  siguientes:  L204R,  L204H,  Q216R,  E219Q  y

E219K. I.a figura 27 indica ademas que segtin el alineamiento 1 la arginina 201 podn'a

Shalker

hs/a
Alineamiento 1

Alineamiento 2

p7_-±2=-_6_-iFB&8SgF-_EiRE¥¥&A=L-jiiIrREFTL-T-Q2i6-F-sTT9-,-L--Qf222-F-F

R,H             Q,E            a,N             a                R              a,K

Figura  27.  Alineamiento  del  segmento  S4  de  fes/o  y  del  canal  de  K+   dependiente  del

potencial, SAVcr.
El alineamiento  1  se obtuvo de un alineamiento de mriltiples secuencias  con otros  canales de
K+  dependientes de potencial (Wallner y col.  1996).  En este alineamiento el residuo arginina
201  de fesJo queda incluido en el segmento  S4,  en posici6n equivalente  a la arginina 362 de
Sfecker. El alineamiento 2 se obtuvo de un alineamiento de mdltiples secuencias con canales de
K+, Na+ y Ca2+ dependientes de potencial usando los 400 aminoacidos del extremo amino de
Asfo  (Wallner  y  col.   1996).  Cajas  grises:  residuos  cargados  positivamente,  conservados.  Se
resaltan ademas los residuos polares  (elipse) negativos  (elipse gris)  e hidr6fobos  (caja negra)
de  fesJo  que  en  Sfeaker  son  cargados  positivamente.   Las  flechas   indican  las  mutaciones
estudiadas.

2  Las mutaciones  se  indican con una primera letra correspondiente  al  residuo presente  en el

canal silvestre, seguida de la posici6n del residuo, y una tiltima letra que indica el aminoacido
introducido.  Los aminoacidos se abrevian con el c6digo de una letra:  arginina:  R,  leucina:  L,
glutamina:  Q, glutamato: E, histidina: H, asparragina:  N, lisina: K.
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fomar parte del segmento S4. Este aminoacido fue mutado a glutamina (R201Q).

JOJ

3.2h  Eifectos  de las irurtaciopes  del segmertto  S4:  desplazianiehio  de las  curvas  de

activaci6n en el eje del potencial.

En  las  figuras  28  y  29  se  pueden  observar  ejemplos  tipicos  de  registros  de

corrientes macrosc6picas de los mutantes de la regi6n S4.  La primera figura agrupa a

aquellos mutantes que tienen un efecto dramatico en las curvas de activaci6n de fesJo.

Cuando la  [Ca2+]  es 5,7 prM (Fig.  28A),  las corrientes feszo  silvestre  (WT)  se activan

solamente  con potenciales  despolarizantes,  mayores  que  0  mv  (vcr  Fig.  30A).  Esta

caracteristica  se  altera  completamente  cuando  la  arginina  207  (R207)  se  muta  por

glutamina   (Q,    un   aminoacido   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  instantaneas  se deben a que en

estas  condiciones  cerca  del  100%  de  los  canales  mutantes  se  encuentran  activos  al

potencial de mantenci6n (0 mv;  vcr Fig.  30A).  La relajaci6n de  la corriente  es  mss

rapida y la corriente estacionaria es menor a medida que el potencial de prueba es mss

hipexpolarizante (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

288 se observa que,  a 4iferencia de fas/a WT,  las corrientes de los  canales R210Q y

R213Q se hacen apreciables con potenciales mayores que 50 mv.  Cuando la [Ca2+] es
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Figura 28. Registros de corrientes de los mutantes del segmento S4 que afectan la activaci6n
de hslo .
Familias   de   corrientes   macrosc6picas   obtenidas   de   sellos   escindidos,   en  K+   110   mM,
sim6trico. El potencial de mantenci6n fue 0 mv. A. Corrientes de fas/o silvestre (WT) y de los
mutantes R207Q y R207E. La [Ca2+] del bafio (cara intracelular de la membrana) fue 5,7 HM.
Para fas/a WT se muestran las corrientes inducidas por estimulos de -100 mv, -50 mv y de 0
a  100 mv,  cada 20 mv.  S6lo  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  mss un trazo  de  corriente  adicional  obtenido  a -250  mv.  Note  que  la
estimulaci6n 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).  8.
Corrientes de fas/a silvestre (WT) y de los mutantes R210Q y R213Q.  103  HM de Ca2+  en el
bafio.  Para AS/o 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 condici6n, los canales fas/a WT son capaces de

activarse con a potenciales negativos. Para R210Q y R213Q se muestran corrientes inducidas



Resultados J03

por potenciales de -100 . a -25 mv cada 25 mv y de 0 a 100 mv cada 20 mv. A diferencia de
fesJo  WT,   estos   mutantes   solo   se   activan  con  potenciales   despolarizantes   extremos.   C.
Corrientes de fas/a WT y del mutante R210N obtenidas con  1,2 HM de Ca2+  en el bafio.  Los
registros se obtuvieron con estimulos de -100 mv y de 0 a  100 mv cada 20 mv para WT y
con estinulos de -180 mv, -50 mv y de 0 a 100 mv cada 20 mv para R210N.

103  LLM,  el  potencial  en  que  se  alcanza  el  50%  de  la  activaci6n maxima,  V]„,  para

estos mutantes es a; 100 mv mientras que para rfes/a WT es a -50 mv (Fig.  308, Tabla

2). Es interesante comparar el efecto inducido por las mutaciones R210Q y R213Q con

el inducido por la sustituci6n de la arginina 210 con el aminoacido neutro asparragina

a`210N).  A  diferencia  de  R210Q,\ la  mutaci6n R210N  tiene  como  resultado  canales

que pueden ser activados  con potenciales comparables  a los  necesarios para activar a

feszo WT (Fig.  28C,  [Ca2+I  =  1,2 HM).  En la figura se puede observar ademas que a

esta [Ca2+] la activaci6n de los canales R213Q es prfcticamente nula (Fig.  30C, Tabla

2).

Las  mutaciones  que  tuvieron efectos  menores  en la posici6n de las  curvas  de

activaci6n se pueden observar en la figura 29 y 31.  La posici6n en el eje del voltaje de

las   curvas   de   activaci6n  de   los   mutantes   L204H,   Q216R,   E219Q   y   E219K  es

pfacticamente  indistinguible  de  la  de  feszo  WT  (ver  Fig.   33).   En  el  caso  de  las

mutaciones   R201Q   y   L204R   las   curvas   de   activaci6n   estan   desplazadas   hacia

potenciales despolarizantes (Fig.  31A y 8,  Tabla 2,  vcr Fig.  33), pero el efecto es de

menor magnitud que el observado para los mutantes descritos en la figura 30.
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Figura  29.  Registros  de  corriente  de  los  mutantes  del  segmento  S4  que  inducen  efectos
menores en la activaci6n de fas/a.
Familias   de   corrientes   macrosc6picas   obtenidas   de   sellos   escindidos,   en  K+   110   mM,
simetrico. El potencial de mantenci6n fue 0 mv. A. Corrientes de fesJo silvestre (WT) y de los
mutantes  R201Q  y  Q216R  obtenidas  con  una  [Ca2+]  en  el  bafio  (cara  intracelular  de  la
membrana) de  103  HM.  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. 8. Corrientes de rfesJo
silvestre (WT) y de los mutantes L204H y L204R.  La concentraci6n de Ca2+  en el bafio fue
50,5  HM.  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 fes/a silvestre (WT) y
de los mutantes E219Q y E219K.  La concentraci6n de Ca2+  en el bafio  fue 360  prM.  En los
tres  casos  se muestran lag  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 obtehidos por pulsos de hasta 60 mv).
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Figura  30.   Curvas  de  probabilidad  normalizada  del  estado   abierto   (Po)   en  funci6n  del

potencial para AS/a silvestre y mutantes del segmento S4.
Curvas de Po en funci6n del potencial  (curvas Po-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  ecuaci6n  13:   G  =  JjH5    /  ov  -  EJ.  Las  lineas  continuas  son  el  ajuste  de  una
distribuci6n de Boltzmann a los datos (ecuaci6n  14).  A.  Curvas Po-V obtenidas  en presencia
de 5,7 HM Ca2+, para fesJo silvestre (WT) y los mutantes R207Q y R207E. Los parinetros de
ajuste, V]„ y zcq fueron respectivamente: WT:  16 mv,  1,6; R207Q: -139 mv, 0,83; R207E: -
161 mv, 0,88.   8. Curvas Po-V para fesJo WT y los mutantes R210Q y R213Q obtenidas con
103  HM Ca2+.  Los valores  de V[„ y zcq fueron respectivamente:  WT:  -59 mv,  1,9;  R210Q:
96  mv,  0,6;  R213Q:  98  mv,  0,7.  C.  Curvas  Po-V para fas/o WT y  los  mutantes  R210N y
R2`13Q   obtenidas   en   presencia   de   1,2   HM   Ca2+.    Los   valores   de   V]„   y   zcq   fueron
respectivamente: WT: 65 mv,  1,56; R210N: 63 mv, 0,65; R213Q: no ajustado.

3.3.   Eifectos   de  las   mutaciones   del  segmento   S4..   inodifiicaci6n  del  ndmero   de

cargas de compuerta.

Actualmente  se  pueden  encontrar  numerosas  evidencias  que  indican  que  el

sensor  de  voltaje  de  los  canales  de  Na+,  Ca2+  y  K+  dependientes  del  potencial  es fa

formado en parte por el segmento transmembranal S4 (Sthfimer y col.  1989; Papazian
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Figura 31.  Curvas  de probabilidad  normalizada  del  estado  abierto  en  funci6n  del  potencial

(curvas Po-V) para fas/a silvestre y mutantes del segmento S4.
Cuivas  Po-V  obtenidas  de  los  datos  mostrados  en  la  figura  29.  Los  datos  y  el  ajuste  se
obtuvieron segtin se  detalla en la figura 30.  A.  Curvas Po-V  obtenidas  en .presencia de  103

prM Ca2+, para fes/o silvestre (WT). y los mutantes R201Q y Q216R. Los parinetros de ajuste,
V[/2  y  zcq  fueron  respectivamente:  WT:  -31  mv,1,6;  R201Q:  22\mv,1,18;  Q216R:  -51,8
mv,  1,26.   8. Curvas Po-V para fas/a WT y los mutantes L204H y L204R obtenidas con 50,5

HM de Ca2+.  Los valores de V]„ y zcq fueron respectivamente: WT: -2 mv,  1,49; L204H:  -36
mv,  0,91;  L204R:  -32 mv,  1,28.  C.  Curvas  Po-V  para fas/o  WT y  los  mutantes  E219Q  y
E219K   obtenidas   en   presencia   de   360   HM   Ca2+.   Los   valores   de   V„   y   zcq   fueron
respectivanente: WT: -22,3 mv,1,4; E219Q: -19 mv,1,61; E219K: -20 mv,1,78.

y col.  1991; Yang y Horn,  1995; Garcia y col.  1996; Larsson y col.  1996;  Seoh y col.

1996).  Si esta hip6tesis  es  cierta se puede esperar que una reducci6n del ninero de

residuos cargados del segmento S4 de feszo tendra como resultado una disminuci6n del

ndmero  de  cargas  de  compuerta.   Cinco  mutaciones  del  segmento  S4  de  feszo  no

alteraron la pendiente de las curvas Po-V   (Tabla 1): L204H, L204R,  Q216R E219Q y

E219K. Adicionalmente, la neutralizaci6n 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   afect6  la  pendiente  de  estas   curvas   (Tabla   1).   Sin  embargo,   las
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mutaciones R207Q, R207E, R210Q, R210N   y R213Q produjeron una disminuci6n de

la pendiente  de  las  curvas  Po-V de 49%,  50%,  51%,  65%,  y  59%,  respectivamente

(Tabla  1).  Estos  resultados  apoyan  la  hip6tesis  de  que  los  aminoacidos  basicos  del

segmento S4  son parte del sensor de potencial  en fes/a.  Un m6todo  alternativo usado

para calcular el ntimero de cargas de compuerta es el "metodo de la pendiente linite"

04PL)   (Almers,   1978).   Los  datos  de  Po  se  grafican  con  la  ordenada  en  foma

logaritmica, en funci6n del potencial (V), y la ecuaci6n 27 se ajusta a los valores de Po

en el intervalo de 0,001 a 0,01 (Ap6ndice 11):

Po=A. exp [Zef tin. F.V /(R.T)I                                  (2])

donde 4 es una constante y zcg/I.ffl es el ndmero de cargas de compuerta. Los resultados

obtenidos  al  aplicar  el  m6todo  a  feszo  silvestre  y  los  mutantes  del  segmento  S4  se

detallan  en  la  tercera  columna  de  la  Tabla  1.  En  general,  el  ntimero  de  cargas  de

compuerta obtenido con el MPL (zcq/i.in) fue mayor que el obtenido con la distribuci6n

de Boltzmam (zcg).  Es necesario recalcar el caso de las mutaciones R207Q y R207E,

donde  se  encontraron  las  mayores  diferencias.  Para  estos  mutantes,  zcq/z.7#  no  fue

significativamente distinto del valor obtenido para fes/a WT.  Asi entonces,  al usaf el

MPL se estableci6 que s6lo la neutralizaci6n de las argininas 210 y 213  fue capaz de

reducir  significativamente  el  ntimero  de  cargas  de  compuerta  cuyo  movimiento  esfa

acoplado a la apertura del canal   (Tabla  1,  P < 0,005).  En el caso del mutante Q216R

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

zcg/i.ffl fue significativamente menor que para fesJo WT (Tabla 1).
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Tabla  1.   Ntimero  de  cargas  de  compuerta  de  fesJo  silvestre  y  de  los

mutantes del segmento S4

C anal                                          Zcq a                                                  zcq|imb

Silvestre

R201Q

L204H

L204R

R207Q

R207E

R210Q

R210N

R213Q

Q216R

E219Q

E219K

R207Q-
R213Q

1.43±0.36         (31)

1.32±0.16         (25)

1.16±0.54        (25)

1.58±0.28        (19)

0.73±0.18*      (45)

0.72±0.15*      (19)

0.70±0.16*        (6)

0.50±0.16*        (7)

0.58±0.08*      (19)

1.13 ± 0.25           (9)

1.26±0.19         (12)

1.51±0.32         (13)

0.51±0.06*      (20)

1.56 ± 0.21         (13)

1.38±0.24         (19)

1.35±0.27        (27)

1.01±0.29*        (6)

0.77±0.18*        (9)

0.85±0.17*      (16)

1.25±0.23*         (8)

1.56±0.19         (12)

1.42±0.27        (10)

0.80±0.17*      (17)

JOB

a Valores obtenidos del ajuste de una distribuci6n de Boltzmann (ecuaci6n  14) a las curvas de

probabilidad del estado abierto en funci6n del potencial. b Valores obtenidos con el m6todo de la
pendiente  linite,  MPL (ecuaci6n 27).  I,os  asteriscos  (*)  indican  los valores  significativamente
distintos al silvestre, con un nivel de significaci6n de 0,5 % (P < 0,005).
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Tabla 2. Valores de V,,2 a las .[Ca2+]  indicadas, para fesJo silvestre y los mutantes del

segmento S4

Canal Vire (mv) a                       Vira (mv) a                       V]/2 (mv) a

(1.7 HM ca2+)                  (10 LLM ca2+)                  (103  HM ca2+)

Silvestre

R201Q

L204H

86±17        (36)             12±18        (24)           -18±33           (4)

68±26*      (10)

11±56         (10)

L204R                   92 ±    5         (3)

R207Q                -104±  18*        (3)

R207E

R210Q

RE10N

R213Q

Q216R

E219Q

E219K

R207Q-
R213Q

54  ±29         (5)

124 ±  41          (2)

88 ±  23          (3)

75  ±10          (1)

-178 ±   17*         (9)

100±38*        (3)

114±13*         (4)

141±12*        (4)

a Valores obtenidos del ajuste de una distribuci6n de Boltzmann (ecuaci6n  14) a las curvas de

probabilidad del estado abierto  en funci6n del potencial.  Los  asteriscos  (*)  indican los valores
significativamente distintos al silvestre, con un nivel de significaci6n de 0,5 %  (P < 0,.005).

3.4.  Interpretaci6n  cunltiitativd  de  los  resuttados  sobre  la  base  de  un  modelo

simple.

Los resultados obtenidos con fas/a WT y con los diferentes mutantes estudiad`os

pueden ser interpretados con un modelo de seis estados:
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KA KB
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froj+Ca2+=rvfrca2++Ca2+=rv:-|Ca2+J2

0  + Ca2+-<            > O{a2+   + Ca2<             >  0|Ca2+)2           036)

En este modelo  el  estado  cerrado  (C)  o  el  estado  abierto  (0)  del  canal  pueden unir

hasta dos  iohes  Ca2+  para generar canales cerrados  o abiertos  con un ion Ca2+  unido

(C-Ca2+  y  O-Ca2+,  respectivamente),  o  con  dos  iones  Ca2+  unidos  (C-(Ca2+)2  y  0-

(Ca2+)2,  respectivamente).  Este  esquema  es  una  versi6n  simpliflcada  del  modelo  de

activaci6n para los canales Kca propuesto por Cox y col.  (1997b).  Los autores usaron

una versi6n dependiente del potencial del modelo de Monod, Wyman y Changeux para

proteinas   alostericas.   En   ella   se   cousidera   que   el   canal   Kca   es   una   proteina

homotetram6rica con un sitio  de uni6n a Ca2+  en cada  subunidzid.  El  equilibrio  entre

las dos confomaciones en que el canal puede existir (cerrado (C) o abierto (0)), con o

sin Ca2+  unido,  depende  del potencial.  Por esta raz6n,  en ausencia  de  Ca2+  el  canal

puede   abrirse   en   respuesta   al   potencial;   en   esta   condici6n   el   equilibrio   puede

describirse por la siguiente expresi6n:

Kin --  0 / C = exp [- (AGo'   ~ z . U)] (28)

donde 4Go'  = 4Go/ |R . I) es la diferencia de energfa libre entre el estado abierto (0)

y el estado cerrado (C) en ausencia de potencial transmembranal y en unidades de ai .   -

T); z es el ntimero de cargas de compuerta cuyo moviniento en el campo electrico es fa

asociado a la activaci6n del canal,  U = F .  V / /R  . I/, es el potencial reducido, en que
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F  ,  R  y  r son  la  constante  de  Faraday,  la  constante  de  los  gases  y  la  temperatura

absoluta respectivamente,  y V el potencial de membrana.
\

La uni6n de urn ion Ca2+  facilita la apertura del canal reduciendo la diferencia

de  energia libre  entre el estado  cerrado y  abierto.    Asf entonces,  cuando  el  canal ha

unido un ion Ca2+, el equilibrio entre C.Ca2+ y O.Ca2+ queda definido por:

K'or--O-Ca2+  / C-Cat+  --exp  {-[(z+Go'   -A) -z. U]}               (2:Sly

donde A  (>0)  es  la reducci6n de la diferencia de  energfa libre entre  el  cerrado  y  el

abierto, inducida por la uni6n de Ca2+.

La  uni6n  de  Ca2+   al   estado   cerrado   se  puede   deseribir  con  la   siguiente

expresi6n:

KA --C-Ca2+  / C ~-[Ca2+]  /KDA                                        (SOD

donde  KDA    es  la  constante  de  disociaci6n  del  Ca2+  del  canal  en  el  estado  cerrado.

Como   condici6n  del  principio   de  reversibilidad   microsc6pica,   debe   cumplirse  la

siguiente relaci6n:

Kay).  K'A  =  KA.  K'ry]                                                               (31:)

Como consecuencia, la constante K'A queda deflnida por las otras tres y equivale a:

K'A =  KA.  K'an / Kin                                                     (31a)L)

K'A=  {[Ca2+]  / KDA  }.  exp  (A)  =  [Ca2+]  /[KDA.  exp  (-A)]                (52:)

La ecuaci6n (32) significa que la constante de disociaci6n del Ca2+  al canal abierto es

menor  en un factor  igual  a  exp  (-A)  a  la  constante  de  disociaci6n del  Ca2+  al  canal

cerrado;  en otras palabras,  la mayor afinidad del Ca2+ por el estado abierto estabiliza

al canal en esta conformaci6n.
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La uni6n de un segundo ion Ca2+  al canal reduce adicionalmente la diferencia

de energia libre entre  C y  a,  estabilizando  aun mas  a este tiltimo  estado.  Es  asi que

cuando  el  canal  ha  unido  dos  iones  Ca2+  el  equilibrio  entre  el  estado  abierto  y  el

cerrado queda definido por:

K"in--O-(Ca2+)2lc-(Ca2+)2=  exp  {-[(AGo'   -A-B) -z. U]}        (53)

En este  caso,  8  es  la  reducci6n adicional  del  4Go  aportada por  la  uni6n  del

segundo ion Ca2+.  La uni6n del segundo ion Ca2+ .al estado cerrado se describe con la

ecuaci6n (34) :

KB --C-(Ca2+)2 / C-Ca2+  --[Ca2+] /KDB                        (34)

donde KDB   es  la  constante  de  disociaci6n del  Ca2+  al  segundo  sitio  del  canal,  en el

estado cerrado.  Por un razonamiento  analogo  al discutido  anteriormente,  la constante

K'B  queda definida como:

K'B =  {[cal+]  / KDB}.  exp  (B)  =  [ca2+]  /  [KDB.  exp  (-B)]                  (3s)

significando  que  la  constante  de  disociaci6n  del  Ca2+  al  sitio  8  del  canal  abierto  es

menor en un factor igual a exp (-8) a la constante de disociaci6n del segundo ion Ca2+

al canal cerrado.

La probabilidad del estado abierto, Po , para el modelo esta dada por:

I

1  +   [i+ KA.ti  +  K)]    .   Kiri

[1+  K'A .(1  +  K'J]

Si definos:

(36)
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M --    [1+ KA .(1  + KJ]  I  [1+ K'A .(1  + K'J]

la ecuaci6n (36) se puede reescribir como:

Po =  1  /  (1  +  M  .  Krv;I)

JJ3

(36a)

(36b)

Podemos  vcr  entonces  que  la  dependencia  del  Ca2+  de  la  Po  queda  contenida  en  el

termino  M,  mientras  que  la  constante  K(v)-I  contiene  la  dependencia  del  potencial,

deteminando la pendiente de la curva Po-V.

3.4.1.   Caracter{sticas del modelo de activaci6n: casos pcuticulares.

Las caracterist,icas basicas del modelo se pueden observar en la figura 32.  Las

curvas Po-V tienen una foma sigmoidea, cuya pendiente es fa determinada por z (Fig.

32A).   La  posici6n  de  las  curvas  en  el  eje  de  potencial  depende  del  t6rmino  M
I

(eouaciones 36 y 36b),  es decir de las constantes KA,  K'A,  KB y K'B.  Cuando la [Ca2+I

tiende a 0, KA, K'A, KB y K'B tienden a 0 (ecuaciones 30,  32,  34 y 35).  En este caso la

expresi6n para la Po se reduce a:

Po--1l (1  +Kpri])  --1/[1  +  exp  (zLGo'   -z.U)]                     (3])

Asi  entonces,  la  posici6n  de  las  curvas  en  el  eje  de  potencial  queda  determinada

solamente por 4Go'.  G]ig.  328 y D).  Cuando la [Ca2+] aumenta haci6ndose apreciable

respecto de las constantes de disociaci6n, las curvas se desplazan hacia la izquierda en

el eje de potencial (Fig.  328); este desplazamiento se satura cuando la [Ca2+]2  > >KPA

•  jrDB,  pues  en  esta  condici6n el  temino M  (ecuaciones  36a  y  36b)  tiende  a  ap  /-

|4 +BJ/ y la expresi6n para la Po se reduce a:
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Po --  1 / {1  +  exp [(Z+Go' -A -8)   -z . U]}

JJ4

(38)

La expresi6n de los datos en t6rminos del potencial al cual se alcarza el 50% de
\

la  conductancia  mckima  (V,,2)  en  funci6n  del  logaritmo  de  la  [Ca2+]   (curva  V]„-

[Ca2+]),  permite  discernir  graficamente  cuales  son  los  parinetros  que  se  modifican

cuando se hace una manipulaci6n del canal.  Cuando la conductancia es un 50%  de la
I

G;in   (Po  =  0,5),   Ves igual a V,,2, y la ecuaci6n 36 se reduce a:

{[i+KA.(1  +K)]i[i+K'A.ti  +  K')]}.   Kill   -~  1                  t59b
'

M.   KirL   ~-1                                                     (59a).)

donde Kin-`  =  ap  t4Go' -z  .  U,,2)  y  U„2  =  F .  V„2 /  tR  .  2).  Al  tomar el  logaritmo

natural , tenemos :

ln (M)  +  AGo'   -z . F . V|i2 /  qt . T)  =  0

y reordenando :

v],2 =  [a¢ . T)  /  (z . F)]  .  {AG'O   +  ln (M)}

Escribiendo explfcitamente A4, la expresi6n de V],2 se expande a:

v],2 --  [ai . T) I  (I. . F)I  .

{AG'o   +  |n {[|  +  [Ca2:2+]   / KDA   +  [Ca2+]2  /  (KDA .  KDJ]  /

(40)

(41)

[1  +  [Ca2+]  .  exp(A)  I KDA   +  [Ca2+]2    .  exp(A  +  8)/  (KDA .  KDi)]}} (41aLD

En la figura 32  (C-F)  se puede observar el comportamiento  de la curva V]„ -

[Ca2+]  cuando  se  modifican  los  parinetros  z,  4,  jrDA,  o  4Go.  Cuando  se  reduce  el

ndmero de cargas de compuerta, z, la pendiente de la curva V„ -[Ca2+]  aumenta en el

intervalo  de  [Ca2+]  donde  el  V],2  depende  del  Ca2+,  y  el  valor  de  V[„  crece  para
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concentraciones  de  Ca2+  tendientes  a  0,  o  decrece  Si  la  [Ca2+]   > >   KDA  .  KDB  Q]ig.

32C).  Una disminuci6n en la diferencia de energia libre entre  los  estados  cerrados y

abiertos  (AGo)  produce  un  desplazamiento  de  la  curva  V],2  -[Ca2+]  hacia  potenciales

hipexpolarizados,  en todo el intervalo de [Ca2+]  (Fig.. 32D).  Por otro lado, un aumento

del  parinetro  4,  produce  un  incremento  del  desplazamiento  del  V[„  con  el  Ca2+,

alcanzando a [Ca2+] altas un valor de V,„. Un efecto analogo se obtiene al modificar el

parametro 8 (no mostrado). Por tiltino, cuando la jrD4  disminuye, la curva se desplaza

en el eje del Ca2+ hacia [Ca2+] menores.  Para una misma magnitud de cambio en KDB,

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

aditivos (no mostrado).

La ecuaci6n 41 permite visualizar en una sola representaci6n grafica, las curvas

de V£,2 en funci6n de la [Ca2+],1os parinetros que son modificados por las diferentes

mutaciones, en t6rminos de la uni6n de Ca2+  (KDA  . KDB), la energ6tica del canal (AGo), y

la dependencia del voltaje (z). Las curvas de V,,2 en funci6n de la [Ca2+] para los canales

mutantes del segmento S4 se comparan con la curva de fas/a WT en la figura 33.  Un

resultado comtin para los distintos mutantes  es  el  descrito para fes/a WT en la figura

25:  el V],2 depende de la  [Ca2+]  cuando 6sta es mayor que a  100 nM.  Bajo este nivel

de Ca2+,  cambios en la concentraci6n del cati6n son incapaces de modificar el V]„ de

los canales mutados en el  segmento S4 (Fig. 33).

Los   datos   de   V],2   en  funci6n   de   la   [Ca2+]   para   feszo   WT   pudieron   ser

razonablemente ajustados con la ecuaci6n 41, indicando que nuestro modelo simple en
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Figura 32. Caracteristicas del modelo propuesto para la activaci6n de fas/a.
A. Curvas de probabilidad del estado abierto (Po) en funci6n del potencial (curvas Po-V).  Las
curvas  se  simularon  con  la  ecuaci6n  36  para  valores  de  z  =   1,5  y  0,5.  Los  parinetros
restantes  fueron:  4G'o  =   13,  4  =  6,  8  =  12,  KDid  =  10-2  y  jrDB  =   10-5.  8.  Curvas  Po-V
simuladas para  [Ca2+]  entre  1  pM y  1  M.  Las  lineas  punteadas  en el  cuadrante derecho  del

grafico corresponden a las curvas obtenidas con [Ca2+] entre 1 pM y 100 nM, mientras que las
ubicadas eh el cuadrante izquierdo fueron obtenidas con [Ca2+] entre  1 mM y  1 M. A medida

que  la  concentraci6n  aumenta  desde  100  nM  hasta  1  mM  las  curvas  se  desplazan  desde
potenciales despolarizados a potenciales hipexpolarizados. C -F. Curvas de V,a en funci6n del
logaritmo de la  [Ca2+],  simuladas con la ecuaci6n 41.  C.  Curvas  obtenidas  para valores de z
=   1,5  (-)  y  0,5  (--).  Los  parametros  restantes  fueron  los  mismos  que  en  A.  D.  Curvas

obtenidas para valores de 4G'o =  13 (-) y 6 (--). Los parinetros restantes fueron: z  =  1,5, 4
=  6, 8  =  12, KDA  =  10-2 y KDB  =  10-5.   E. Curvas obtenidas para valores de A  =  6 (-) y  12

(--). Los parametros restantes fueron: z  =  1,5, 4G'o  =  13, 8  =  12,   jrDA  =  10-2  y KDB  =  10-
5.   F.  Curvas obtenidas para valores de KPA  =  10-2  (-) y  104 (--).  Los parinetros  restantes

fueron: z  =  1,5, 4G'o  =  13, 4  =  6, 8  =  12 y KDB  =  10-5.
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que la uni6n de Ca2+ y los cambios de conformaci6n dependientes del potencial es fan

separados,  es  capaz de  describir esta conducta.  Por lo  tanto,  el  modelo  fue  ajustado

tambien a los  resultados  obtenidos  con los  canales  mutados  en el  segmento  S4  (Fig.

33).

3.4.2.   I.as modificaciones de la activaci6n de hslo inducidas por las rrurtaciones

del segmeuto S4, pueden ser explicadas por cambios en AGo  y z.

El ajuste del modelo a los datos se realiz6 con la ecuaci6n 41.  En ella podemos

vcr  que  el  VIA  esta  relacionado  con  zcg.   Por  esta  raz6n  al  ajustar  el  modelo  el

parinetro zcq se mantuvo fijo e igual al valor de zcq linite,  que aparece en la tercera

columna  de  la  Tabla  1,.  Como  se  mencion6  anteriormente,  las  mutaciones  R207Q,.

R207E,  R210Q,  R210N y R213Q producen corrimientos  pronunciados  en las  curvas

Po-V (Fig. 30). En el caso de las mutaciones R207Q y R207E, el desplazamiento es de    ,

aproximadamente  150  mv  e  independiente  de  la  [Ca2+].  Asi  entonces,  en el  grafico

VIA-[Ca2+]  las curvas para estos mutantes se encuentran desplazadas  hacia potenciales

hiperpolarizados  en forma paralela respecto  de  la  curva  de  V],2  de fas/a  silvestre.  El

ajuste   de   la   ecuaci6n   41   a   los   dates   indica   que   estas   mutaciones   modifican

principalmente el parametro AGo (Fig. 32D y 33C), con modifi:aciones menores de los

otros parinetros (Tabla 3).  Por otro lado,  las mutaciones R210Q y R213Q produjeron

una disminuci6n del ndmero de cargas de compuerta (Tabla 1) y desplazaron las curvas

de   activaci6n   hacia   potenciales   despolarizados   (Fig.   308,   33D   y   E).   La   baja

probabilidad del estado abierto de estos mutantes hizo diffcil la determinaci6n del V]„
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Figura 33. Dependencia del Ca2+ del potencial de activaci6n media, V]/2, para fes7o silvestre y
los mutantes del segmento S4.
El potencial al cual se alcanza el 50%  de la conductancia maxima,  V],2,  se obtuvo del ajuste
de una distribuci6n de Boltzmann a las curvas de probabilidad normalizada del estado abierto
en funci6n del potencial (Figs. 30 y 31) y se grafic6 en funci6n de las correspondientes [Ca2+].
Las lineas continuas representan el ajuste de la ecuaci6n 41  a los datos.  La curva de V]„ en
funci6n del Ca2+ para fes/a silvestre (WT) se compara con las correspondientes a los mutantes:
R2OiQ  y  Q2i6R  (A),  L204H  y  L204R  tB),  R207Q  y  R207E  tc),  R2ioQ`  y  R2ioN  a]),
R213Q  a]),  E219Q  y  E219K  (F).  Las  barras  representan  la  desviaci6n  estindar  de  2  a  10
deteminaciones.    En 8 se muestra solo un experimento para L204H.  En E los puntos para
E219K corresponden a tres experimentos que cubrieron intervalos de [Ca2+] sin sobreposici6n.
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con  [Ca2+]  menores  que  1  prM.  Nuestro  modelo  predice  que  una  disminuci6n  del

ndmero  de cargas  de compuerta inducira un aumento de la pendiente de la curva de

V]„ en funci6n de la [Ca2+]  (Fig.  32C).  Esto es exactamente lo que se observ6 con el

mutante  R213Q.   El  ajuste  del  modelo  se  logr6  reduciendo   el  parinetro  4,   la

disminuci6n  de  la  diferencia  de  energfa  libre  entre  el  estado  cerrado  y  el  abierto,

inducida por la uni6n de Ca2+.  En el caso del mutante R210N,  tanto  las  curvas Po-V

(Fig.  30C)  como  la  dependencia  incrementada  del  V],2  respecto  del  Ca2+  (Fig.  33D)

indican que la mutaci6n produce una disminuci6n de z:q.  El mejor ajuste se logr6 con

un reducci6n de AGo y de 4,  y un incremento leve de 8  (Tabla 3).  Notablemente se

observ6  tambi6n  una  reducci6n  en  KDA.  Para  el  resto  de  las  mutaciones  en  que  se

realiz6  el  ajuste  Q201Q,  L204H,   Q216R  y  E219K),   y  en  concordancia  con  las

variaciones menores encontradas experimentalmente (Fig.  33A,  8 y F) los parinetros

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

3.5.  Mutaciones   dobles   y   triples   del   segmehio    S4:    expresi6n   funcional   y

caractertsticas electrof isiol6gicas de los mutantes.

Todas   las   mutaciones   rinicas   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,  Sfeczker.  En este

canal,  la  neutralizaci6n de  la  lisina  374  y  de  la  arginina  377  produjeron canales  no

funcionales  Q'apazian  y  col.   1991;  Perozo  y  col.   1994;  Papazian  y  col.   1995).  En
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fesJo  estos  residuos  no  estin  couservados  respecto  a  Sfeczkcr,  y  corresponden  a  la

glutamina 216 y al glutinico 219 Q]ig.  27,  alineamiento 2).  Las mutaciones probadas

en estas posiciones no suprimieron la expresi6n funcional de fesJo y produjeron s6lo

Tabla 3. Parinetros de ajuste del modelo de activaci6n a las curvas de V]„ en funci6n

de la [Ca2+], para fas/a silvestre y los mutantes del segmento S4.

Ca;rFTI               AGo±                        A±                            8±                               K DA#                                  KDB#

WT             12,9                   5,7

R201Q        11,9   (0,92)        5,1   (o,89)

L204H         8,3   (0,64)        3,7   (0,65)

R207Q         2,8   (o,21)        5,6   (o,99)

R207E          0,8   (0,06)        4,0   (o,71)

R210N         8,2   (0,63)        0,4   (o,o7)

'RE13Q        14,4   (1,12)        0,4   (o,o8)

Q216k        15,9   (1,24)        5,5   (o,97)

E219K        11,4   (o,88)        2,0   (o,35)

12.2                      8,7.  |o-3

8.1    (0,66)         6;2.10-3  (.o,15)

8.0   (0,66)         3,4.10-3    (o,41)

11.8   (0,g7)         8,7.  10-3    (o,oo)

9.2   (0,75)        2,8.104(-I,49)

13,0   (1,06)         1,4.   10-3  (.o,8o)

10.3   (0,85)        2,9.10-2    (o,52)

15.4   (1,27)         2,0.10-2    (o,36)

11.5   (0,94)        2,2.  10-2    (o,4o)

8.6  .  10-6

1.9  .10-6   (-o,66)

3.1.10-6   (1,og)

4.8  .  10-6 (-o,44)

2.4  .  10-6 (-o,55)

8,3  .  10-7 (-1,o|)

8.2  .  10-7 (-1,o2)

9.8  .  10-6   (o,o6)

1.0  .10-6 (-o,93)

Los  parinetros  se  obtuvieron  del  ajuste  de  la  ecuaci6n  41  a  las  curvas  de  V]„  en
funci6n del [Ca2+]  (Fig.  33), usando los valores de zcq de la Tabla  1.  i Entre par6ntesis
se indica la raz6n del valor obtenido para el mutante en relaci6n al valor obtenido para
fesJo silvestre (WT).   # Entre parentesis se indica el logaritmo de la raz6n entre el valor
obtenido para el mutante en relaci6n al valor obtenido para fesJo silvestre (WT).
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alteraciones menores en la activaci6n de fesJo  (ver secci6n anterior).  Estos  resultados

sugieren que  la  estructura  del  segmento  S4  de  feszo  y/o  la  de  los  dominios  vecinos,

estin configuradas de manera diferente en estos canales.

Con el  objetivo  de probar si la neutralizaci6n de mss  de uno  de  los  residuos

couservados cargados positivamente tem'a un efecto aditivo en la reducci6n de la carga

de compuerta,  se realizaron mutaciones  dobles  del  segmento  S4  de fesJo.  Cuando  las

argininas   couservadas  207  y  213   se  neutralizaron  mutandolas  por   glutamina,   el

mutante  doble  generado,  R207Q-R213Q,  se  expres6  a  niveles  comparables  con  los

otros mutantes ya descritos. Las caracteristicas generales de 6ste se pueden observar en

la  figura  34.  En  relaci6n  al  silvestre,  la  activaci6n  del  mutante  R207Q-R213Q  es fa

desplazada  notablemente  hacia  potenciales  despolarizantes:  cuando  la  [Ca2+]  es  103

LLM, se necesitan pulsos despolarizantes 2 80 mv para inducir corrientes en el mutante

mientras que en fesJo WT las corrientes pueden ser activadas por potenciales negativos

(Fig.  34A).  Esto  tiene  como  cousecuencia  que  a  0 mv  la Po de  los  canales  R207Q-

R213Q es casi nula mientras que la Po de fesJo WT es cercana al maximo (Fig.  348).

En  este   sentido   el  mutante  doble   es   similar  al  mutante.  R213Q,   cuya  curva  de

activaci6n tambi6n es fa desplazada hacia potenciales positivos (Fig.  308).  El resultado

indica  que  el  efecto  inducido  por  la  neutralizaci6n de  las  argininas  207  y  213  en la

diferencia de energia libre entre los estados cerrados y abiertos, (AGo), no es aditivo.
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Figura               34.                C aracterfsticas
electrofisiol6gicas     del     mutante     doble
RE07Q-R213Q.
A.  Registros  de  corrientes  macrosc6picas
de   fe£/a   silvestre   (WT)   y   del   mutante
doble  del  segmento   S4,   R207Q-R213Q.
Los  registros  se  obtuvieron  en  presencia
de   103   H`M   de   Ca2+   en   el   bafio   (cara
intema   de   la   membrana).    Los   trazos
corresponden  a  las   corrientes   inducidas

por estfmulos de -150, -100 y -50 mv y de 0 a 80 mv cada 20 mv para fas/a WT y de -100 y
0  mv  y  de  40  a  140  mv  cada  20  mv  para  R207Q-R213Q.  8.  Curvas  de  probabilidad
nomalizada del estado abierto en funci6n del potencial para ASJo WT y el mutante indicado,
obtenidas de los datos mostrados en A.  Ira linea continua es  el  ajuste de una distribuci6n de
Boltzmann a los  datos  con lo.s  siguientes parfmetros  de  ajuste:  WT:  Vi,2  =  -31  mv,  zcq  =
1,59; R207Q-R213Q: Vi/2 =  149 mv, zcq = 0,57. C. Curvas de V,„ en funci6n del logaritmo
de la [Ca2+I para fesJo WT y los mutantes R207Q-R213Q y R213Q.

En cuanto a la dependencia de Ca2+ del parinetro V],2,  (Fig.  34C), podemos observar

que  la  curva  del  mutante  doble  esfa  desplazada  hacia  potenciales  despolarizantes

respecto a fas/o WT, en todo el intervalo de  [Ca2+]  explorado.  Notablemente,  la curva
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de  V]„  de  R207Q-R213Q  es  pricticamente  indistinguible  de  la  del  mutante  R213Q

(Fig.  34C).

Como  se  observa en la figura 348,  la  dependencia  del potencial  del  mutante

R207Q-R213Q es  menor que  la fesJo  WT.  De  la misma  forma  que  con los  mutantes

simples R207Q y R213Q, el rfumero de cargas de compuerta obtenido del ajuste de la

distribuci6n   de    Boltzmann    (zcg,)a    las    curvas    Po-V    para    R207Q-R213Q,    fue

signiflcativamente menor que zcq de fesJo WT Q' S 0.005,  Tabla  1,  segunda columna).

Por otro lado,  cuando el parinetro se comput6 con el m6todo de la pendiente limite

(zcg/I.in),  el  valor  fue  significativamente  menor  que  el  de  feszo  WT  y  similar  al  del

mutante R213Q Q' < 0.005,  Tabla  1,  tercera columna).  Este resultado concuerda con

los  obtenidos  con  los  correspondientes  mutantes   simples,   pues  zcqJz.in  del  mutante

R213Q fue tambi6n significativamente menor que el de fas/a silvestre.

3.5.1.   Mutaciones  del  segmehio  S4  que  reducen  o  suprinen. Ia  expresi6n  de

hslo.

De   las   mutaciones   dobles   o   triples   probadas   electrofisiol6gicamente,   la

mutaci6n R207Q-R213Q fue la tinica que produjo canales con la capacidad de conducir

corrientes  i6nicas   (Fig.   34).   Se  coustmy6  entonces  un  mutante  doble  en  que  las

argininas 210 y 213  se mutaron por los  aminoacidos neutros  asparragina y glutamina

respectivamente.   Notablemente,   esta  mutaci6n  doble   (R210N-R213Q)   suprimi6   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  Xc#op#J  J.   provenientes  de  dos

ejemplares  distintos.   La  inyecci6n  de  una  cantidad  equivalente  de  RNA  de  fesJo

silvestre en uno de estos grupos de oocitos,  indujo corrientes cuya magnitud satur6 el

sistema de registro (no mostrado).

Un resultado similar se obtuvo con un mutante triple en que las tres argininas

couservadas  del  segmento  S4  Q207,  R210  y  R213)  fueron  mutadas  por  glutamina

(R207Q-R210Q-R213Q).  En este caso,  la carencia de corrientes  i6nic'as  asociada a al

mutante  triple   se  verific6   en  27   sellos  hechos   en   11   oocitos   provenientes   de  3

ejemplares distintos.

La  incapacidad  de  estos  mutantes  de  expresar  corr'ientes  i6nicas  puede  ser

explicada,   en   principio   de   dos   maneras:      i.   Los   canales   mutados   se   iusertan

nomalmente en la membrana citoplasmatica del oocito,  pero la mutaci6n hecha en el

segmento S4 impide la activaci6n del canal en respuesta a un estimulo de potencial; ii.

Ios canales mutados no llegan a insertarse en la membrana.  Resultados  obtenidos con

el  canal  Sfeczker,  respaldan  la  segunda  alternativa.   La  supresi6n  de  las  corrientes

i6nicas inducida por las mutaciones K374Q y R377Q en este canal,  es fa asociada a la

desaparici6n  de  la  forma  madura  de  alto  peso  molecular  de  la  proteina  Sfecker.

Adicionalmente,  estas mutaciones  inducen la acumulaci6n de una forma de bajo peso

molecular, caracteristica de la forma irmadura, parcialmente glicosilada, de la proteina

@erozo y col.  1994). Esto llev6 a proponer que las proteinas mutadas podrian plegarse

incorrectamente,   suprimiendo   la   transferencia   normal   entre   los   compartimentos
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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  expresi6n  de  las  corrientes

i6nicas  fes/a  se  correlacionan  con  la  ausencia  de  los  canales  en  la  superficie  de  los

oocitos,  se realizaron experimentos de uni6n de una toxina especifica para los canales

Kca,  1a  iberiotoxina  QbTX)  (Galvez  y  col.  1990),  a  oocitos  inyectados  con  RNA  de

fesJo  silvestre  o  de  los  mutantes  en estudio.  La  lbTX  es  un p6ptido  que  bloquea  la

conducci6n de corriente  al unirse  a la boca externa del  canal,  con un mecanismo  de

reacci6n bimolecular  (Candia  y  col.  1992;    Giangiacomo  y  col.  1992).  Tomando  en

cuenta esta caracteristica y  que el equilibrio  de  la uni6n de  la toxina  se  alcanza en el

lapso  de  horas,  la  toxina  es  una  herramienta  especialmente  adecuada  para  contar  el

rfumero de canales presentes en la membrana.  Los oocitos se microinyectaron con RNA

de  fesfo  silvestre  (WT)  o  de  los  mutantes  RE10N-R213Q,  R207Q-R210Q  o  R207Q-

R210Q-R213 y se incubaron durante un periodo que normalmente permite la expresi6n

de  las  corrientes  i6nicas.  Posteriomente,  se  incubaron  por  doce  horas  con  la  toxina

radioyodada   []25I]IbTX-D19Y/Y36F   a{oschak  y   col.   1997).   La   actividad   de   esta

versi6n   mutada   de   la   toxina,   como   tambi6n   la   de   la   especie   radioyodada,   es

indistinguible de la IbTX silvestre QCoschak y col.  1997).  Luego de un procediniento

de  lavado  del  exceso  de  toxina  se  determin6  la  toxina  unida  a  los  oocitos  en  un

contador g¢m7#cz.  Los resultados de estos ensayos  se observan en la figura 35.  En un

experimento  se midi6 la toxina unida a oocitos  inyectados  con RNA de los  mutantes

dobles R210N-R213Q y R207Q-R210Q y se compar6 con la toxina unida a oocitos que
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se encontraban expresando fesJo WT (Fig.  35A).  En la figura se puede ver que con la

mutaci6n R207Q-R210Q redujo ocho veces el ndmero de sitios de uni6n para la lbTX,

en relaci6n a fesfo WT. Por otro lado, la mutaci6n R210N-R213Q suprimi6 totalmente

los sitios de uni6n para la toxina.  Este resultado sugiere que la carencia de corrientes

i6nicas observada con el mutante R210N-R213Q se debe a que la mutaci6n suprime la

llegada de los canales a la membrana citoplasmatica del oocito.

\/\rr         R207Q-    R210N-   Canal
R210Q     R213Q

\/\rr       R207Q-    R207Q-    Canal
R210Q-    R210Q-
R213Q      R213Q

Figura 35. La supresi6n de corrientes i6nicas inducida por las mutaciones del segmento S4 de
fesJo se correlaciona con una ausencia de sitios de uni6n para la iberiotoxina.
Los  oocitos  se  microinyectaron  con  RNA  de  ASJo  silvestre  (WT)  o  de  los  mutantes  del
segmento  S4  segtin se  indica  en la figura.  Luego  de  3  dfas  (A)  o  4  dfas  (8)  los  oocitos  se
incubaron durante doce horas con iberiotoxina  [!25I]IbTX-D 19Y/Y36F.  La uni6n inespecifica
se  determin6  en  oocitos  no  microinyectados  y  se  sustrajo  de  los  datos  experimentales.  El
ndmero de canales por oocito se detemin6 a partir del ndmero de moles de toxina unida. Este
valor se corrigi6 por la inhibici6n de la uni6n inducida por el ion Na+  (Koschak y col.  1997),
suponiendo  una  inhibici6n  competitiva  (ecuaci6n  9;  M6todos).   La  densidad  de  canales  se
calcul6  a  partir  de  una  estimaci6n  del  area  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 desviaci6n estandar de 8 (WT),  10 (R210N-
R213Q)  y  10  (R207Q-R210Q)  determinaciones.  8.  Los  oocitos  se  inyectaron  con  5  ngr  de
RNA de fas/a WT (n  =2) o  con  125  (*;  n  =11)  o  50  (**;  n  =  8) ngr de RNA del mutante
triple R207Q-R210Q-R213Q, proveniente de dos trauscripciones distintas.
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Un resultado  similar  se encontr6  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 transcripci6n independientes.  La cantidad de RNA

inyectado  del  mutante  triple  fue  25  y  10  veces  mayor  que  la  usada  para  fesfo  WT

a]ig.35B,  * y  **,  respectivamente).  El ndmero  de sitios  para  la IbTX expresados  con

fesJo WT en este experinento fue menor que en el experimento descrito en la parte A. I.a

carencia de expresi6n 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 citoplasmatica del oocito.

Los   resultados   descritos   indican   que   cuando   las   argininas   210   y   213   se

neutralizan  simultineamente  (mutaciones  R210N-R213Q  y  R207Q-R210Q-R213Q)  la

expresi6n funciorral de las corrientes i6nicas 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  estos  se  cuentan  los  mutantes  s-inples

RI10Q,  R210N y  R213Q,  y  los mutantes  dobles  R207Q-R213Q y  R207Q-R210Q.  AI

momento de empezar la escritura de esta tesis no se cont6 con la caracterizaci6n de las

corrientes i6nicas de este tiltimo mutante.



DISCUSION

Uno  de  los  rasgos  que  definen  a  los  canales  de  K+  de  gran  conductancia,

dependientes de Ca2+, es que el tiempo que el canal permanece en el estado conductor

Q'o)  aumenta  como  cousecuencia  de  la  despolarizaci6n  de  la  membrana  y/o  de  un

ihcremento de la concentraci6n de Ca2+ intemo.  a3latz y Magleby 1987; Latorre y col.

1989). En esta tesis se caracteriz6 la dependencia del voltaje de la activaci6n del canal

Kca clonado del miometrio humano, fesJo,  (Wallner y col.  1995),  expresado en oocitos

de Xenopus laevis .

Los  resultados  obtenidos  indican que el  canal fesJo posee un sensor  intriuseco   .

del potencial electrico transmembranal.  Este sensor es fa formado,  al menos en parte,

por    dos    de    los    aminofcidos    conservados    con   carga    positiva    del    segmento

transmembranal  S4,  las  argininas  210  y  213.  Los  resultados  indican  ademas  que  la

corriente  puede  ser  bloqueada  por  el  Ba2+   contaminante  presente  en  la  soluci6n

intema,  simulando una inactivaci6n.  Se puede  descartar  entonces  la  existencia  de un

proceso de inactivaci6n dependiente del potencial en fesJo.

J28
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1.   Los  candles  hslo  expresados  en  oocitos  de Xenopus  laevis  conservan los  rasgos

tlpicos de los canales Ken

Las  caracterfsticas de los canales fas/o expresados en este sistema,  concuerdan

con aquellas descritas para los  canales nativos.  La dependencia del potencial de fesJo

corresponde  a  un  cambio  de  e  veces  en  la  Po  cada  s   18  mv.   Este  valor  es fa

comprendido  en el  intervalo  de  c  veces  cada  8  a  39  mv,  reportado  en la  literatura

a,atorre,  1994).  Originalmente  se  describi6  que  la  activaci6n de  los  canales  Kca  era   .

totalmente  dependiente  de  la  presencia  de  Ca2+  en  el  medio  interno  (Latorre  y  col.

1989;   MCManus   1991).   Esta   visi6n   ha   sido   profundamente   modificada   por   los

resultados que indican que los canales Kca se pueden activar en respuesta a estfmulos

de potencial en forma independiente de la [Ca2+], en el intervalo comprendido entre 10

picomolar  y  100  nanomolar  (Meera  y  col.   1996;  Cui  y  col.   1997;  esta  tesis).  La

relaci6n entre la Po de los canales Kca y  la  [Ca2+],  se puede describir con la ecuaci6n

de Hill OrcManus  1991).  La [Ca2+] necesaria para alcanzar una Po  =  0,5 a 0 mv ®

es 45  HM en el caso de fes/a,  con un coeficiente de Hill de 0,7.  Los valores  de estos

parinetros   estin   tambien   dentro   de   los   limites   descritos   para   los   canales   Kca

OrcManus  1991; Wallner y col.  1995).
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2,.   EI   Bat+    contaninante   causa   la   inhibici6n   de   la   corriertte   observeda   con

potenciales despolarizantes.

En la secci6n 2 del  caprfulo de Resultados  se muestra  que cuando  los  canales

feszo  son act,ivados  por pulsos  despolarizantes,  las  corrientes  alcanzan un maximo  y

luego decaen.  Esta no es una caracteristica compartida por la mayoria de  los  canales

Kca,  pues  una  vez  que  estos  alcaman  la  conformaci6n  conductora,  son  capaces  de

conducir  corriente  durante  todo  el  lapso  en  que  el  estimulo  activador  esta  presente

(Latorre  y  col.   1989;   Blatz  y  Magleby   1987).   El  decainiento   observado   en  las

corrientes fesJo es consecuencia de un bloqueo dependiente del potencial,  inducido por

el Ba2+ contaminante presente en la soluci6n del bafio.

La dependencia de la  [Ba2+]  y del potencial del decaimiento de la corriente es

consecuente con   un esquema de reacci6n en que un ion Ba2+  interacttia con un sitio

ubicado en el campo electrico trausmembranal. Las bas.es que sostienen esta afirmaci6n

provienen de tres  tipos de resultados:  i.  Ia dependencia del potencial  de  la inhibici6n

de  la  corriente  en  estado  estacionario,  sin  Ba2+  afiadido  o  con  Ba2+  agregado  son

indistinguibles; ii. Ia velocidad de recuperaci6n de la corriente en ausencia nominal de

Ba2+  es  similar  a  la  velocidad  de  recuperaci6n  desde  el  bloqueo  inducido  por  Ba2+

afiadido;  iii.  Ia  adici6n  del  quelante  de  Ba2+,  A18C6T,  remueve  practicamente  en

forma absoluta la inhibici6n de la corriente observada sin Ba2+ afiadido.

La   posibilidad   de   que   los   canales   Kca   fueran   bloqueados   por   el   Ba2+

contaminante presente en la soluci6n interna fue propuesta por Neyton y Miller (1988).



Discusi6n
J3J

Los autores observaron una relaci6n lineal entre la velocidad de bloqueo por bario y la

H3a2+I,  cuyo  intercepto  en  la  ordenada  ([Ba2+]  afiadido   =   0)  era  distinto  de  cero.

Coincidentemente  con  lo  observado  en  esta  tesis,  1a  velocidad  de  bloqueo  sin  Ba2+

afiadido reportada por los autores fue de 5 s-I.  Mas aun,  la extrapolaci6n de la recta a

la velocidad de bloqueo Ch  =  0,  indica que la [Ba2+] contaminante era a3 300 nM en los

experimentos  de  Neyton y  Miller  (1988).  Este  valor  concuerda  razonablemente  con

aquel obtenido en esta tesis!  (zs 70 nM; Fig.  18).

La presencia de periodos  silentes  de larga duraci6n (a 6  s)  en la actividad de

.1os canales Kca tinicos fue intexpretada como intervalos de tiempo en que el canal esth

bloqueado o "inactivado" por Ca2+ (Vergara y Latorre,1983; Findlay y col.  1985). El

hecho que un aumento de cuatro veces en la [Ca2+]  no tenga efecto en la constante de

tiempo  de  la  relajaci6n de  la  corriente  (Fig.  14C)  es un  resultado  que  contradice  la

interpretaci6n sugerida por Vergara y  Latorre  (1983).  Diaz  y  col.  (1996)  mostraron

que el A18C6T  incrementa la duraci6n de los  perfodos  de  actividad  sin modificar la

duraci6n promedio  de  los  eventos  silentes  largos  observados  sin Ba2+  afiadido.  Si el

bloqueo   es   inducido   por   Ba2+,   la   duraci6n   de   los   periodos   de   actividad   sera

inversamente proporcional  a la  H3a2+].  Como  el 6ter corona quela especificamente  al

I  El  origen  del  Ba2+  contaminante  no  es  claro.  Copello  y  col.   (1991)  demostraron  que  una  fuente

importante de contaninaci6n por Ba2+ es el vidrio usado en la fabricaci6n de las pipetas de registro. Los
autores  demostraron  que  la§  pipetas  fabricadas  con  vidrio  de  silice  ("soda  gJass"  Blue-tip;  Fischer
Scientific)  liberaban  suficiente  Ba2+  como  para  causar  un  bloqueo  de  los  canales  Kca  en  parches
escindidos  con la  cara extema hacia afuera.  Como  este  efecto no  se  observ6  con pipetas  estiradas  de
vidrio  de  borosilicato,  como  las  usadas  en  esta  tesis,  y  dado  que  la  [Ba2+]  en  el  agua  potable  es
submicromolar  (Neyton,  1996),  la fuente  de  contaminaci6n podria estar  en los  reactivos  usados  en la
preparaci6n de las soluciones.
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Ba2+, el origen mss probable de los perfodos silentes es el Ba2+ contaminante presente

en  la  soluci6n  interna.  Una  observaci6n  que  refuerza  esta .aseveraci6n  es  la  gran

coincidencia de la constante de tiempo de recuperaci6n de las corrientes macrosc6picas

sin Ba2+ ahadido ¢r  =  3,8  ± 0,9 s) con la duraci6n promedio de los perfodos silentes

observados  en esa  condici6n  (3,9  ±  3  s;  Diaz  y  col.   1996).  Este  resultado  sugiere   .

fuertemente que la inhibici6n de las corrientes macrosc6picas y los perfodos silentes de

larga duraci6n observados en la actividad de los  canales rinicos  son cousecuencia del

mismo   fen6meno:   un   bloqueo   dependiente   del   potencial   inducido   por   el   Ba2+

contaminante presente en la soluci6n interna.

El efecto del 6ter corona en la cin6tica de los canales tinicos  fue estudiado  en

detalle por Neyton (1996).  Neyton (1996)  demostr6  que la dependencia del potencial

de la duraci6n de los eventos silentes largos y de los periodos de actividad observados

en  ausencia  nominal  de  Ba2+  era  indistinguible  de  la  observada para  los  mismos  en

presencia de Ba2+.  EI K+  extemo ejerce dos  efectos  sobre el bloqueo por Ba2+.  En el

intervalo de 0 a 10 mM el K+ induce una iinibici6n de la velocidad de disociaci6n del

Ba2+ con una constante de inhibici6n O[j) de a 0,2 mM (Neyton y Miller,  1988).  Esto

se traduce en un aumento del tiempo  de residencia del Ba2+  en el  sitio  de bloqueo y

seria una cousecuencia de la ocupaci6n por el K+ de un sitio en el extremo externo de

la via de conducci6n (efecto "Jock-I.#" , Neyton y Miller,1988). Adicionalmente, el K+

extemo inhibe la reacci6n de asociaci6n del Ba2+ interno con una K; ss 0,5 InM, efecto

que se observa como un aumento de la duraci6n de los periodos de actividad (Neyton y
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Miller,   1988).  Neyton  (1996)  demostr6  que  el  potencial  el6ctrico  y  el  K+  extemo

tienen  los  mismos  efectos  reci6n  descritos  sobre  los  perfodos  silentes  largos  y  los

periodos  de  actividad  observados  en  ausencia  nominal  de  Ba2+.   Nuevamente,   los

resultados concuerdan con la hip6tesis del bloqueo  inducido por el Ba2+  contaminante

(Neyton y Miller,  1988).  A partir de la dependencia de  la  [Ba2+]  de  la velocidad de

bloqueo, Neyton (1996) estim6 que la [Ba2+] contaminante en sus soluciones alcanza a

30 IiM.  Neyton (1996) evalu6 la actividad quelante del A18C6T midiendo el efecto de

concentraciones  crecientes  de  la  mol6cula  en  la  cinetica  de  bloqueo  por  Ba2+  de  un

canal  Kca  de  mtisculo  esqueletico  de  rata.  El  quelante  redujo  la  frecuencia  de  los

eventos de bloqueo inducidos por el Ba2+   afiadido (es decir indujo un incremento de la

duraci6n de los periodos activos), sin modificar la duraci6n de los eventos de bloqueo.

En concordancia con el resultado observado en el caso del canal fesJo,  cuyo origen es

el  mdsculo  liso,  el  6ter  corona  tambi6n  fue  capaz  de  reducir  la  frecuencia  de  los

periodos   silentes   largos   observados   en  ausencia  nominal   de  Ba2+.   El   efecto   del

quelante fue descrito satisfactoriamente suponiendo una reacci6n bimolecular de uni6n

entre el Ba2+ y el 6ter corona. Tomando en cuenta que el quelante tambi6n es capaz de

unir K+,  cati6n mayoritario en el medio,  se obtuvo una constante de disociaci6n para

el  complejo  Ba2+-A18C6T  de  3,5  .  10-]°  M.  Este  valor  concuerda  plenamente  con  la

estimaci6n de 1,6 .  10-'° M hecha en esta tesis,  que a diferencia de la hecha por Neyton

(1996)  incluy6  ademas una correcci6n que toma en cuenta el  equilibrio  de uni6n del

quelante con el Ca2+ presente en el medio.
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2hl.      Caracteristicas del bloqueo por Ba2+  de los candles hslo.

El   bloqueo   por   Ba2+   de   los   canales   fesJo   muestra   la   mayoria   de   las

caracteristicas  que  presenta  el  bloqueo  por  Ba2+  de  otros  canales  Kca  overgara  y

Latorre,  1983;  Hunter y col.  1984;  Benham y col.  1984;  Gitter y col.  1987;  Guggino

y col.  1987;  P6rez y col.  1994).   La constante de disociaci6n del complejo Ba2+-canal

calculada  a  partir  de  las  constantes  de  velocidad  de  disociaci6n  (a   =   0,26  s-I)  y

asociaci6n  (k£   =  7,08  I.  103  s-I  M-I)  a  0  mv  es  de  37  HM.  El  bloqueo  depende  del

potencial como si el Ba2+ se uniera a un sitio en que el potencial el6ctrico ha cafdo en

un 80  ±  7  %  (6  =  0,8  ±  0,07).  Sin embargo,  la dependencia del voltaje del bloqueo

inducido  por una particula  cargada no  tiene una  interpretaci6n tinica  en  cuanto  a  la

distancia electrica del sitio de uni6n del bloqueador.  Si la via de conducci6n del canal

tiene ocupaci6n mtiltiple,  como en el caso  de los  canales Kca  (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):

z8  -zi  .  6i  +  zi+I  .  6i+,  +  ...  +  zn  .  8n (42)

donde los subindices (I.  =  1, 2, n) definen a un ion dado,  z; es la valencia del ion z. y 8j   .

es la distancia el6ctrica recorrida por el ion I.. Asi entonces un valor de z8  =  1,6 puede

intexpretarse  como  el  movimiento  de  un  ion  Ba2+  hasta  un  sitio  ubicado  en  una

distancia el6ctrica de 0,4 (z8  =  0,8)  acoplado al movimiento de dos  iones K+  que se

mueven una distancia electrica de 0,4 (z8  = 2 . 0,4).
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La dependencia del potencial del bloqueo concuerda con la idea que el sitio de

uni6n del Ba2+ se encuentra en la via de conducci6n del poro del canal fesJo. La mayor

parte  de  la  dependencia  del  potencial  de  la  reacci6n  de  bloqueo  se  encuentra  en  la

constante de velocidad de la reacci6n de asociaci6n.  Este hecho indica que el perfil de

energfa  que  el  ion  Ba2+  experimenta  en  su  moviniento  desde  y  hacia  su  sitio  es

asimetrico, y que el pico de la barrera de energfa que el ion Ba2+ debe sobrepasar es fa

muy  cerca  del  sitio  de uni6n  (Fig.  36).  A  partir  de  la  constante  de  disociaci6n del

complejo Ba2+-canal a 0 mv (KD  =  37 LLM) y utilizando la relaci6n:

AG = -R . T . I,n (1  / KD) (43)

se  obtuvo  un  4G  de  -5,95  Kcal  para  la  uni6n  de  Ba2+.  Utilizando  la  constante  de

velocidad  de  disociaci6n  (P   =   0,26  s-I)  y  suponiendo  una  frecuencia  vibracional

promedio para una reacci6n de priner orden de 6,11  .  10]2 s-I  (¢),  se puede obtener la

energfa de activaci6n para la salida del Ba2+ desde su sitio (4G*D), con la relaci6n:

4G*I, - -R . T . In (P / ¢)

El valor obtenido fue de 17,92 Kcal/mol. Con estos valores y usando la relaci6n:

(44)

4G*A  = 4G*D -4G                                                      (45)

se estin6 que la altura de la barrera que el Ba2+  sobrepasa para llegar a su sitio desde

el medio interno (4G*4) es de 11,97 Kcal/mol (Fig. 36).

La  estabilidad  del  complejo  fomado  por  el  Ba2+  con  los  canales  Kca  se  ha

explicado sobre la base de la similitud del radio  i6nico del Ba2+  (r  =  1,35  A) con el

del K+ (r =  1,33 A) (Vergara y Latorre,1983). Esta consideraci6njunto con la
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AG*A =  11 ,97

Medio intemo

AG = -5,95 Kcal/mol

J36

Figura   36.   Esquema   de   la   distancia
el6ctrica  y  del  perfil  de  energfa  del  sitio
de uni6n de Ba2+.
El   pico   de   la   barrera   de   energia   se
encuentra   a   una   distancia   el6ctrica   de
0,66  y  el  sitio  de  uni6n  del  Ba2+  a  una
distancia de 0,8. La profundidad del pozo
de energfa (AG) se obtuvo del calculo de
la  constante  de  disociaci6n del  complejo
Ba2+-canal  a  0  mv  (KD).   La  altura  del

pico   de  la  barrera  de   energfa   que   se
opone  a  la  llegada  del  Ba2+   a  su  sitio
desde el medio interno, se estim6 a partir

SitiodelBa2     de   la   diferencia   entre   la   energia   de

activaci6n de  la  salida del  Ba2+  desde  su

0,81

Distancia el6ctrica

sitio (AG*D) y AG (vcr el texto).

naturaleza  bivalente  del  bario  permitirfa  que  el  cati6n  resida  en  el  sitio  durante

segundos.  I,a  constante  de  velocidad  de  disociaci6n  del  Ba2+  desde  su  sitio  en  fesJo

(0,26  s-i)  es  aproximadamente 4  .  108 veces  mss  lenta  que  constante  de  velocidad de

disociaci6n  del  K+   (s   108  s-I;   Moczydlowski  y  col.   1985).   Los   canales  Kca  s61o

permiten la conducci6n de cationes alcalinos monovalentes de tamafio similar, como el

K+  y  el  Rb+,  sugiriendo  la  existencia  de  una  regi6n  estrecha  denominada  filtro  de

selectividad  (Hille  1975;  Latorre y  Miller,  1983).  Es posible  entonces  que  el Ba2+  se

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

El grado de identidad de la regi6n que forma el poro (P) de los canales Kca con

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

de  mutag6nesis   sistematica  del  poro  indicaron  que  la  discriminaci6n  de  iones   se
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produce en esta regi6n y  que  el K+  interactha  con atomos  de  oxigeno  de  los  grupos

carbonilos   del   esqueleto   peptidico   de   la   proteina   (Heginbotham   y   col.    1994).

Adicionalmente,  la regi6n P de los canales Kca como tambi6n la de Sfeczker,  posee un

residuo  aspartato  rio  abajo  de  la  secuencia  caracteristica  de  glicina-tirosina-glicina

(GYG).  La cadena lateral de este aminoacido cargado negativamente se proyecta en el

lumen del poro de los canales Sfeczker (hi y Miller,  1995).  Si el residuo equivalente en

el  canal  de  K+  Kv2.1   (aspartato  378)  es  neutralizado  a  treonina,   la  secuencia  de

selectividad  para  los  cationes  alcalinos  no  se  altera,  pero  la  permeabilidad  del  Na+

aumenta cinco veces en relaci6n a la del K+  a{irsch y col.  1995).  La secuencia GYG

es importante en la determinaci6n de la selectividad a cationes del canal de K+  Sfeczfrer

(Heginbotham   y   col.    1992   y   1994).   Ranganathan   y   col.    (1996)   utilizaron   un

bloqueador  peptfdico  del  canal  Sfecker,   la  agitoxina  2   (AgTX2),   cuya  estructura

tridimeusional  se  conoce,  para  restringir  la  ubicaci6n  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 interacci6n en el complejo

toxina-canal.  Uno de los  residuos del canal que determina la uni6n 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 uni6n al canal. La afinidad de la toxina decrece cuando

la K+] externo aumenta, efecto que depende de la presencia de la lisina en la posici6n

27 de la toxina.  Una intexpretaci6n posible a este hallazgo es  que cuando se forma el

complejo toxina-canal, la toxina queda muy cerca de un sitio de uni6n a K+ del canal.

Dado  que  la  lisina 27  en  la  AgTX2  y  la  tirosina  445  del  canal  interacthan  entre  si
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Qanganathan y col.  1996),  los resultados  indican que la regi6n GYG media la uni6n

de un ion K+. Ranganathan y col.  (1996) pudieron definir varios pares de residuos del

canal y de la toxina que interacthan especificamente.  Esta informaci6n y  la estructura

tridineusional   de   la   superficie   de   interacci6n  de   la   AgTX2   con   el   canal,   fue

consecuente  con  la  localizaci6n  de  la  tirosina  445  en  el  eje  central  de  simetrfa  del

canal.  Asf entonces,  Ranganathan ,y col.  (1996) propusieron que la selectividad i6nica

es fa  determinada  en  el  lugar  donde  los  cuatro  lazos  GYG  del  homotetralnero  se

acercan  para  fomar  el.  filtro  de  selectividad.  Por  otro  lado,   el  anillo  de  grupos

carboxilatos  de  los  residuos  de  aspartato  que  es fan  rfo  abajo  de  la  secuencia  GYG,

podrian participar en las  interacciones  coulombicas  que  estabilizan el complejo Ba2+-

canal.

3.   Rasgos estructurales y activaci6n de los canales Kch .

La similitud de la estructura primaria de los canales Kca con la de los canales de

K`+  dependientes del potencial pemiti6  incluir a los primeros  en la familia S4 de los

canales  i6nicos  dependientes  del  potencial  (Jam  y  Jan,  1990;  Atkinson  y  col.   1991;

Adelman  y  col.   1992;  Wallner  y  col.   1996).  Los  canales  Kca  clonados  hasta  chora

tienen una  estructura  central  de  siete  segmentos  transmembranales  (S0  a  S6)  que  es

couservada en relaci6n a los canales de la familia S4.  Especificamente,  la regi6n que

forma el poro de los canales Kca tiene un alto grado de identidad con la regi6n P de los

canales de K+ y los segmentos S2,  S3 y S4 tienen aminoacidos cargados conservados



Discusi6n 139

en relaci6n a los  canales  de  la familia  S4  (Wallner y  col.  1996).  Actualmente  existe

una  pletora  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 mutag6nesis y caracterizaci6n 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  MacKimon,   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  Ca2+

(Garcia y col.  1996).  Adicionalmente,  estudios de accesibilidad al sensor de potencial

putativo  desde  el  medio  intemo  o  extemo  y  la  dependencia  de  6sta  del  estado  de

activaci6n de los canales ham 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;  Marmuzzu y col.  1996;  Yang y col.  1996;  Starace y  col.  1997,

1998).

Los  canales  Kca  poseen  dos  regiones  que  no  se  encuentran  en  los  canale.s

dependientes del potencial y que estfn involucradas en el proceso de activaci6n:  i. Un

segmento trausmembranal adicional (SO) previo al segmento S1,  que dirige el extremo

amino  hacia  el  espacio  extracelular  (Wallner  y  col.   1996;  Meera  y  col.   1997).  EI

segmento S0 y parte de la cola amino extracelular le confieren a fes/o la capacidad de

ser  regulado  por  la  subunidad  P.  Uno  de  los  efectos  de  6sta  es  reducir  el  voltaje
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necesario  para  alcanzar  una  Po  =  0,5  ov]„)  para  una  [Ca2+I  dada,  sin  cambiar  la

dependencia del potencial de la activaci6n OrcManus y col.  1995; Meera y col.  1996,

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

dos tercios  del total de los residuos del canal y que contiene 4 segmentos hidr6fobos

(S7  a  S10)  probablemente  intracelulares   (Meera  y  col.   1997).   Wei  y  col.   (1994)

demostraron  que  la  regi6n  del  extremo  carboxilo   que  comprende   los   segmentos

hidr6fobos   S9   y   S10   es   imprescindible   para   que   los   canales   Kca   se   expresen

`funcionalmente y sugirieron ademas que este seria el dominio que contiene los sitios de

uni6n  de  Ca2+.  Schreiber  y  Salkoff  (1997)  recientemente  reportaron  resultados  que

apoyan esta hip6tesis.

4.   Residuos irrvolucrados en la detecci6n del potencial transmembranal en hslo.

Los  resultados  descritos  en  esta  tesis  concuerdan  con  el  modelo  en  que  la

dependencia   del   potencial   de   la   activaci6n   del   canal   es   una   consecuencia   del

movimiento del sensor de potencial intrinseco en el campo el6ctrico.  Especificamente,

1os   resultados   demuestran  que  el   segmento   S4   del   canal  Kca  fas/a   es  una  parte

importante del sensor de .voltaje. El canal fas/a posee s6lo tres residuos positivos en su

segmento S4:  las argininas 207, 210 y. 213  (Fig. 27,  alineamiento 2).  La neutralizaci6n

de las  argininas 210 y 213  reduce el ndmero de cargas de compuerta,  sugiriendo que

estos  residuos  son  los  afectados  por  el  potencial  el6ctrico.  La  neutralizaci6n  de  la

arginina 207 no modifica la dependencia del potencial de la activaci6n y por lo tanto
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estaria   fuera   del   campo   el6ctrico   (Tabla   1,   tercera   columna).   Adicionalmente,

mutaciones en las  tres  argininas  inducen cambios  en la estabilidad del estado  cerrado

en  relaci6n  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 cousiderarse

solamente como una hip6tesis de trabajo y no como una conclusi6n de los resultados.

La posici6n del segmento S4 es fa deteminada por el potencial transmembranal y por la

interacci6n  electrostatica  de  las  argininas  207  y  213   con  residuos   negativos.   I,a

arginina  213  interactuaria  con  el  glutamato  180  del  segmento  S3,  favoreciendo  la

conformaci6n abierta del canal.  Las bases para plantear esta interacci6n se discuten en

la  secci6n  6  de  este  capitulo.  Cuando  la  arginina  207  es  neutralizada  a{207Q)  se

estabiliza la conformaci6n abierta del canal en relaci6n al silvestre (WT). Para explicar

este efecto se especula que existirfa una interacci6n de la argiliina 207 con un residuo

negativo  desconocido,  que  tenderfa  a  favorecer  el  estado  cerrado  (Fig.   37A).   La

estabilizaci6n se deberia a que en ausencia de la interacci6n electrostatica del residuo

207 (glutamina) con el residuo negativo vecino predominarfa el efecto estabilizador del

estado abierto de la interacci6n de la arginina 213 con el glutamato 180 (Fig. 378).

Cuando  la  arginina  213  es  mutada  por  un  aminoacido  neutro  (R213Q),   se

produce una disminuci6n de la dependencia del potencial de la activaci6n (Tabla 1) y la

estabilizaci6n de  la  confomaci6n cerrada  del  canal  (Tabla  2).  Este  riltimo  efecto  se

deberia a la p6rdida de  la  interacci6n electrostatica del  residuo  213  con el  glutamato
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180 en el mutante. Esto tiene como consecuencia el predominio de la interacci6n de la

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

A. VVT

Cerrado Abierto

C. R213Q

Figura 37.  El segmento `S4  como parte del
sensor  de  potencial:   un  modelo  altamente
especulativo.
El  diagrama  muestra  la  configuraci6n  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
en      que      cae      el      potencial      electrico
transmembranal, se indican con un degrade.
Solamente las argininas 210 y 213 se ubican
en esta zona.  A.  Cuando  la membrana esfa
hipexpolarizada (interior negativo),  el sensor
de  potencial  se  encuentra  desplazado  hacia
el  lado  intracelular  y  el  canal  es fa  en  el
estado  cerrado  (izquierda).   La  interacci6n
de  la  arginina  207  (R207)  con  un  residuo
negativo     (desconocido)     estabilizaria     el
estado    cerrado.     La    interacci6n    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.  8.  Si  la  arginina 207  se  muta por  el  residuo  neutro  glutamina  (Q207)  se pierde  la
interacci6n electrostatica con el residuo negativo  vecino,  estabilizindose  asi la  conformaci6n
abierta del canal,  en relaci6n al WT.   C.  Al neutralizar la arginina 213  (Q213)  la interacci6n
electrostatica con E180 se pierde  favoreci6ndose  la  interacci6n de  R207  con su  contracarga.
Esto tiene como resultado la estabilizaci6n de la conformaci6n cerrada del canal.

La  neutralizaci6n  de  la  arginina  210  produce  una  estabilizaci6n  marcada  del

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

p6rdida de una interacci6n electrostatica de la arginina 210 con un aminoacido cargado

negativamente.

En el canal Kv Sfeckcr, los residuos equivalentes a las argininas de fesJo son las

ar.gininas  365,  368 y 371  Q]ig.  27,  alineamiento 2).  En este canal  se demostr6  que la

accesibilidad  a  los  residuos  del  segmento  S4  dependen  del  estado  de  activaci6n  del

canal  Oramuzzu y  col.  1996;  I.arsson y  col.  1996).  Larsson y  col.  (1996)  mutaron

residuos del segmento S4 y de sus cercam'as por cisteinas y sondearon su accesibilidad

desde  el  medio  extemo  o  intemo  con  reactivos  tiol  no  permeantes.  Los  resultados

obtenidos  indicaron  que  s6lo  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  Sfeczifer se  activa,  esta  distribuci6n se

altera  totalmente,  pues  la  arginina  365  se  hace  ahora  accesible  al  medio  extemo  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 Sfeczker silvestres

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

de compuerta y el ntimero de canales presentes  en la membrana a partir del ruido no
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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  aminoacidos basicos,  las  argininas  365,

368 y 371, contribuyen con su carga a la carga de compuerta. Por otro lado, Aggarwal

y MacKimon (1996) deteminaron el ntimero de canales presentes  con un ensayo de

uni6n de una toxina especifica para el canal Sfeaker, agitoxina, y la carga de compuerta

como se midi6 el caso anterior.  Ellos encontraron que ademas de los tres residuos ya

mencionados, 1a arginina 362 tambi6n aportaria a la carga de compuerta.

Cerrado

Extracelular

Abierto

Figura 38. Moviniento del segmento S4 durante la activaci6n del canal Sfeczfrer.
El dibujo esquematiza el segmento S4 y la regi6n de la proteina que rodea al segmento en rna
subunidad,  en la  conformaci6n cerrada y  abierta.  En el  estado  cerrado  cinco  residuos  (363-
367)  cubren la distancia  entre  el  medio  extracelular  e  intracelular,  dejando  s6lo  un  residuo
bfsico  (R365)  inaccesible  al  reactivo  tiol.  Esta  distancia  corresponde  a  8  A  si  los  residuos
formaran una or-helice,  o a  18 A si estuvieran en conformaci6n hoja P.  Una hendidura en la

proteina pemitirfa  el  acceso  a  los  residuos  A359  y  R362  desde  el  medio  externo.  Cuando
ocurre  el  cambio  a  la  conformaci6n  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 fes/a posee tres de los

residuos basicos  equivalentes  a los  cuatro  residuos  que  en Sfeczfrer se  ha determinado

que son responsables de la dependencia del potencial,  su dependencia de potencial sea

tanto mss baja:   4,4 cargas  en fesJo  (Stefani y col.  1997) y  13  cargas  en S7}cker.  Una

explicaci6n 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

SJzaker ai365)  contribuye con 5  cargas  electr6nicas  (Seoh y ,col.  1996).  Mas  atn,  el

residuo E293  del segmento S2 de S7Zczker es parte del sensor de potencial ¢apazian y

col.  1995; vcr Planell-Casels y col.  1995) contribuyendo a el con 6 cargas electr6nicas

(Seoh y  col.  1996).  Este  residuo  es  uno  de  los  residuos  acfdicos  conservados  de  los

segmentos S2 y S3 de los canales Kv (Wallner y col.  1996).  En la posici6n equivalente

de  los  canales  Kca  el  residuo  corresponde  a una  tirosina  (Y163).  La  carencia  de  este

aminoacido negativo podria contribuir a la menor dependencia del potencial de feszo.

Los resultados obtenidos con las neutralizaciones de los residuos E293  y R365

de  S7!cker  son  inesperados  y  ponen  una  luz  de  alerta  en  la  intexpretaci6n  de  los

resultados   de   mutag6nesis.    Como   los   canales   de   K+    son   homotetrameros,    la

neutralizaci6n de un residuo cargado del sensor debiera reducir en cuatro el ndmero de

cargas  de  compuerta,  si  dicho  residuo  se  mueve  en  la  totalidad  del  campo  el6ctri-co

durante  la  activaci6n  del  canal.   Si  la  neutralizaci6n  de  un  residuo  produce  una

disminuci6n mayor que 6sta,  el resultado implica que el residuo ademas de participar

con  su  carga  en  el  sensor,  detemina  la  forma  del  diel6ctrico  donde  el  resto  de  las

cargas se mueven.  Asf entonces,  estrictamente no se puede descartar que una parte de
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1os  efectos  obtenidos  con  la  neutralizaci6n  de  las  argininas  207,  210  y  213  de  fesJo

tenga su origen en la modificaci6n del dielectrico.

5.    Liindtaciones de las medidas de zcq:

El m6todo de la pendiente linite (MPL) confirm6 que s61o las argininas 210 y

213   son   capaces   de   modificar   el   ndmero   de   cargas   de   compuerta   acopladas

energ6ticamente a la apertura del poro de fesJo. Un m6todo independiente para medir el

ndmero total de cargas de compuerta por canal es evaluar la raz6n entre el moviniento

de carga total (Q) y el rfumero de canales activos  (N) en el mismo area de membrana

(Schoppa y col.  1992;  Nocetti y col.  1996;  Seoh y col.  1996).  Este m6todo  (Q/N) fue

aplicado  s6lo  recientemente  al  canal  fas/a  (Stefani  y  col.   1997),  encontrindose  4,4

cargas  equivalentes  por  canal.   Este  resultado  indica  que  el  valor  de  zcq  obtenido

ajustando la distribuci6n de Boltzmann a los datos o con el MPL subestiman la carga

de  compuerta  total  de  fesJo  en  aproximadamente  2,9  cargas.  Sin  embargo,  hay  que

tener en cuenta que como el m6todo Q/N evahia la carga total a partir de las corrientes
'

de compuerta, puede incluir en esta deteminaci6n movimientos de carga que no estin

acoplados a la apertura del canal (Noceti y col.  1996).

Almers (1978) demostr6 que para una via de activaci6n que sigue una secuencia

lineal  de  estados  cerrados  que  terminan  en  un  solo  estado  abierto,  si  la  activaci6n

tiende  a  cero,  la  pendiente  de  la  curva  de  activaci6n  graficada  en  una  ordenada

logaritmica  alcanza  un  maximo  ("pendiente  linite"),  el  cual  es  independiente  del
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ndmero   de   estados.   Este.  metodo   permite  una  buena   estimaci6n  de   la   carga  de

compuerta, pero en ciertas condiciones puede llevar a estimaciones err6neas.  Schoppa

y  col.   (1992)  reportaron  que  mutaciones  que  no  modifican  el  ntimero  de  residuos

cargados   del   sensor   de   potencial   putativo   pueden   cambiar   el   equilibrio   de   las

trarisiciones  dependientes  del  potencial  de  manera  tal  que  la  pendiente  limite  s6lo

puede  ser  alcanzada  a  valores  de  Po  extremadamente  bajos.  En  este  caso  el  MPL

subestima el ntimero total de cargas de compuerta pues la pendiente limite se alcanza a

valores  de  Po  demasiado  bajos  para  ser  medidos.   Noceti  y  col.   (1996)  y  Sigg  y

Bezanilla   (1997)   revisaron  la  aplicaci6n  del   MPL  a  modelos   de   activaci6n  mas

complejos que la via secuencial con un estado abierto final.  Si el modelo es lineal con

dos estados abiertos (0] y 02) luego del estado cerrado (C):

qlq2
C.i    .__2   0i     <       _____202

el MPL pierde su validez pues no considera la carga movida en la transici6n entre los

estados abiertos  (q2)  (Noceti y col.  1996;  Sigg y Bezanilla,  1997).  Si el modelo posee

estados abiertos que se ramifican desde un estado cerrado:

c¥:;
la transici6n con la barrera de energia mas baja a potenciales negativos predominarf y

el valor de zcq obtenido correspondera al de la carga transportada en esa rama.

En el caso de los canales Kca,  se requieren al memos tres estados abiertos para

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

medidas de corriente de compuerta y del ndmero canales presentes.

6.   I,as   mutaciones   que   suprimen   la   expresi6n  de   las   corriehies   hslo   plantean

interacciones posibles erttre los residuos cargados de los segmentos S2,  S3 y S4.

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 Kca fesJo es

distinta  de  la  del  sensor  del  canal  Kv  S72czkcr.  Todas  las  mutaciones  simples  de  este

segmento   originaron   canales   funcionales,   es   decir,   canales   capaces   de   conducir
I

corriente  i6nica.  Las  mutaciones  incluyeron  a  aquellas  en  que  los  residuos  basicos

couservados  fueron neutralizados  o  revertidos  en  su  carga  como  tambi6n aquellas  en

que los residuos acidos, polares o hidr6fobos, pero que en el canal Sfeczker son basicos,

se    neutralizaron   o    mutaron   por    residuos    cargados    positivamente.    S6lo    una

neutralizaci6n simple en el segmento S3,  (acido glutinico  180 a glutamina) fue capaz

de suprimir la expresi6n funcional  (comunicaci6n personal,  Tesis para optar al grado

de Bioquinica,  Julio Amigo)  (Fig.  39).  Estos resultados difieren notablemente de los

reportados para el canal Sfeczker. En este canal la neutralizaci6n o reversi6n de carga de

los  residuos K374 y  R377  en el  segmento  S4  eliminan la expresi6n  (Papazian y  col.

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

reversi6n de la carga del residuo acidico E283  del segmento S2 reduce en un 50%  la  .

cantidad  de  la  forma madura de  la protefna Sfeczkcr.  La  reversi6n de  la  carga de  los
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residuos D310 y D316 del segmento S3 produce una disminuci6n de un 60%  o  100%

de la forma madura de Sfecker, respectivamente.

La  supresi6n  de  la  expresi6n  inducida  por  estas  mutaciones  se  ha  explicado

proponiendo que los residuos cargados interacthan electrostaticamente con residuos de

carga  opuesta,  para  formar  pares  i6nicos  o  redes  de  cargas  interactuantes  que  se

estabilizan entre si en el ambiente hidr6fobo  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 energ6ticamente es desfavorable mantener

una  carga  en  un  medio  hidr6fobo,  la  estructura  de  la  proteina  se  haria  inestable,

perdiendo  su  configuraci6n  funcional  (Papazian  y  col.   1995).  Los  experimentos  de

supresi6n  intrag6nica  ham permitido  establecer  cuales  son  las  interacciones  entre  los

residuos  cargados  de  los  segmentos  S2,   S3  y  S4.   La  metodologia  se  basa  en  la

capacidad  de  una  mutaci6n  secundaria  de  suprimir  un  defecto   inducido  por  una

mutaci6n primaria,  en la funci6n bajo  estudio.  Esta metodologfa  se usa normalmente

para  establecer  interacciones  electrostaticas  entre  aminoacidos  con  carga  opuesta  en

una proteina (Papazian y col.  1995).  En el caso de Sfeczkcr,  la mutaci6n primaria, ppr

ejemplo K374E, tiene como resultado una p6rdida de la expresi6n funcional del canal,

p6rdida que es suprimida por una mutaci6n secundaria (E293), que restaura la funci6n.

Es asi que en el caso de Sfeczkcr se estableci6 que el acido glutamico 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 interactha con el glutinico 293 del

segmento S2 y con el aspartico 316 del segmento S3 .(Fig.  39).
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La  neutralizaci6n  del  glutamato   180  en  el  segmento   S3   de  fesJo  (E180Q)

suprine la expresi6n (Fig. 39). En S7zczker el residuo equivalente es el aspartato 310. A

diferencia   de   feszo,   la   neutralizaci6n   de   este   residuo   (D310N)   produce   canales

funcionales;  adicionalmente la mutaci6n de inversi6n de la carga (D310K) suprine las

corrientes i6nicas y reduce la cantidad de proteina madura en un 60%.  Por otro lado,

1a neutralizaci6n de  la arginina 210  (R210Q  o R210N)  o  de la  arginina 213  a2213Q)

produce canales funcionales.  Sin embargo,  la mutaci6n doble en que las argininas 210

y  213  del  segmento  S4  se  neutralizan  simultineamente  suprime  la  expresi6n.  Estos

resultados  son  consecuentes  con  una  interacci6n  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 desestabilizaci6n de la estructura asociada a la p6rdida de funci6n.

La  p6rdida  de  la  expresi6n  inducida  por  la  mutaci6n  de  neutralizaci6n  o

inversi6n de la carga de  la  lisina 374 de  S%czker (glutamina  216  en fesJo),  puede  ser

contrarrestada por mutaciones  supresoras  del  aspartato  316  en el  segmento  S3  o  del

glutamato 293 del segmento S2. En fas/a este riltimo residuo corresponde a una tirosina

(Y163).   Se  podrfa  sugerir  entonces  que  fas/a,   a  pesar  de  tener  una  glutamina  en

posici6n  216,  es  funcional  porque  en  la  posici6n  163  se  encuentra  un  residuo  no

cargado. Todos estos resultados indican diferencias entre los segmentos S2, S3 y S4 de
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Figura 39.  Interacciones  electrostaticas putativas  de  los  residuos  cargados  de  los  segmentos
S2, S3 y S4 de hslo.
En  la  parte  superior  se  esquematizan  los  segmentos  hidr6fobos  S2,  S3  y  S4  del  canal  Kv
Slhakcr  y  del  canal  Kca  fas/a.  En  cada  caso,  los  residuos  que  forman  parte  del  sensor  de

potencial  se  resaltan  en  letra  italica  grande.  Las  mutaciones  que  suprinen  la  expresi6n  de
corrientes   estan   marcadas    con   una   X    indicandose   entre   parentesis    los    aminoacidos
introducidos.  En  fes/a  s6lo  una  mutaci6n  simple  en  el  segmento  S3   (E180Q)  suprime  la
expresi6n. En el segmento S4,  las mutaciones en que las argininas 210 y 213 se neutralizaron
sinultineamente  suprimieron la expresi6n.  Estas  corresponden  a  la  mutaci6n doble  R210N-
R213Q y a la mutaci6n  triple R207Q-R210Q-R213Q, y se indican con un par6ntesis de llave.
Las lineas punteadas indican las interacciones descritas en el canal Sfeczkcr y las  interacciones

propuestas para fesJo.

fes/a y Sfeczker y sugieren que la estmctura del sensor de potencial en estos canales es

diferente.  Un resultado que recalca esta sugerencia es  el  encontrado  con un grupo de

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

foman parte del sensor de potencial (E293, R365, R368, R371), en forma simultinea.
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Soxprendentemente,   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  fes7o  R210N-

R213Q y R207Q-RE10Q-R213Q  Q368N-R371Q y R365N-R368N-R371Q en Sfecker)

(Seoh y col.  1997).



CONCLUSI0NES

1.  Los  canales  fesJo  fueron expresados  exitosamente  en oocitos  de XcHopz#  /czcw.S.  En

este   sistema   heter6logo   las   corrientes   macrosc6picas   poseen   caracteristicas   que

concuerdan plenamente   con los rasgos  de los  canales Kca observados  en los  tejidos

nativos.

2.  Los  canales  rfesJo  son  bloqueados  por  el  Ba2+  contaminante  presente  en  el  medio

intemo. Este bloqueo se manifiesta en forma de una inhibici6n dependiente del tiempo

y del voltaje de las corrientes macrosc6picas.  ha concentraci6n de Ba2+ contaminante

alcanza a % 70  nM.  Esta  inhibici6n desaparece  al  agregar  al  medio  intemo  un eter

corona  que  une  Ba2+  con  una  constante  de  disociaci6n  de  a   10-[°  M.   De  estos

resultados se deduce que los canales fesJo expresados en oocitos no poseen un proceso

de inactivaci6n dependiente del potencial.

3.  Los   canales  fesJo   silvestres   son  dependientes   del  potencial.   La  dependencia  del

potencial concuerda con el movimiento de 1,5 cargas equivalentes de compuerta en el

canpo electrico.

4.  La activaci6n de los canales fas/o puede ser dependiente o independiente de la [Ca2+]

del medio  interno.  Si la  [Ca2+]  es  menor que a  100  nM,  los  canales  se  activan en

I,5J



Conclusiones 154

forma puramente dependiente del potencial.  Para  [Ca2+]  mayores  que zs  100 nM,  el

Ca2+ facilita la activaci6n, de manera que el potencial en que se alcanza el 50%  de la

conductancia mckina disminuye a medida que la [Ca2+I se incrementa.

5.  El  resultado  descrito  en  el  parrafo  5  permite  descartar  directamente  el  modelo  de

activaci6n i6nica.  Los  resultados  indican que  los  canales  fesJo  poseen un sensor  de

potencial intrinseco.

6.  El sensor de potencial de fesJo es fa formado en parte por el segmento trausmembranal

S4. Los residuos involucrados en 61 son las argininas 210 y 213.
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APENDICES

1.    Calculo de la constante de disociaci6n del complejo Ba2+-A18C6T.

La  constante  de  disociaci6n  ahBa)  del  complejo  fomado  por  Ba2+  y  el  6ter

corona quelante de Ba2+ ,  acido  (+)-18-corona-6-tetracarboxilico  (A18C6T;  ver figura

10, M6todos), no se encuentra descrita en la literatura. Para determinarla se realiz6 un

experinento  de titulaci6n del Ba2+  con A18C6T,  en donde  la  [Ba2+]  libre  ([Ba2+])  se

determin6 a partir de una de las propiedades del bloqueo por Ba2+ interno del canal Kca

hszo (secci6n 2.2, Resultados):

a = k] .  H3a2+I (20)

en donde or,  la velocidad de estableciniento del bloqueo es directamente proporcional

a  la   [Ba2+].   La  constante  de  velocidad   or   se   determin6   a  partir  de   la  corriente

remanente fraccional 0},) y de la constante de tiempo de la relajaci6n de la corriente,

tD, segtin las siguientes expresiones (secci6n 2.2, Resultados):

P--f1r/I,D

or  -  tD-I  -P

Los  experinentos  se  hicieron  en  presencia  de  lHM  de  Ba2+.  La  [Ba2+]  en

ausencia  de  A18C6T  ([Ba2+]o)  es  igual  a  la  [Ba2+I  total  ([Ba2+]T),  igual  a  1  HM.  En

este caso:

oho  =  kon  .  [Ba2+]o

J70

a-1)
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donde oho es la constante de velocidad de entrada al bloqueo  en ausencia de A18C6T.

En presencia de una concentraci6n x cualquiera de A18C6T,  la [Ba2+]  =  [Ba2+]x.  En

este caso:

Orx  =  kon  .  [Ba2+]x

AI hacer la raz6n de las ecuaciones I-2 e I-1 tenemos:

orx / oro  =  [Ba2+]x /  [Ba2+]o

de donde la [Ba2+] a cualquier [A18C6T] se obtiene de:

[Ba2+]x  =  (Chx /  Cio)  .  [Ba2+]o

a-2)

a-3)

¢4)

El  6ter  corona  es  capaz  de  quelar  K+  con  baja  afinidad  (KdK   =   3,3   .   10-6,

Dietrich,   1985).  Como  en  el  experimento  la  concentraci6n  total  de  K+  ([K+]T)  fue

110.000 veces  mayor que la concentraci6n total  de Ba2+  ([Ba2+]T;  [K+]T  =  110 mM;

[Ba2+]T  =   1   LLM),  la  interacci6n  del  A18C6T  con  K+  debi6  ser  considerada  en  el

calculo.  Por  otro  lado,  la  [Ca2+]T  usada  en  este  experimento  fue  de  100  HM.   Sin

embargo el 6ter corona tiene alta afinidad por Ca2+  fflca  =  10-8,  Dietrich,  1985), por

lo que esta interacci6n tambien debe ser tomada en cuenta en el calculo de la KdBa.  Los

equilibrios cousiderados fueron los siguientes :

KdBa

A18C6T  + Ba2+ A18C6T -Ba2+

Kdca

A18C6T  +  Ca2+  <                 >     A18C6T-Ca2+

A18C6T + K+
KdK

= A18C6T -K+

(EI-1)

(EI-2)

(EI-3)
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donde KdBa , Kdca   y KdK  son las constantes de disociaci6n de los equilibrios EI-1,  EI-2

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

Kd.Ba   --   [A18C6T]  .  H3a2+]  I  [A18C6T -Ba2+]

Kdch   -_   [A18Cqu  .  [Ca2+I  I  [A18Cor -Ca2+I

KdK  --   [A18C6T]  .  [K+]  I  [A18C6T -K+]

donde  [A18C6T]  es la couceatlaict6n dot €fue;I  cororm ITtore,  H3a2+],  [Ca2+] y  [K+]  son

las concentraciones de Ba2+, Ca2+ y K+ libres, y /HJBC6r -Bcz2+/, /HJBC6r - ca2+/ y

/HJBC6r - K+/ son  las  concentraciones  de  los  complejos  del  eter  corona  con  Ba2+,

Ca2+ y K+ respectivamente.

Las concentraciones totales de los iones Ba2+, K+ y Ca2+ estan dadas por:

`F3a2+ ]T =  pal+ ] +  [Ai8cer -Ba2+]

pe ]T --  pr: ] +  [Ai8c6E _ K+ ]

[cc[2+ ]T =  [cal+ ] +  [Ai8cer -ca2+]

de donde se obtienen las concentraciones de cada uno de los complejos:

[Ai8c6T -Bat+]  =  F3c[2+ ]T  -  pea2+ ]

[Ai8cer -K+] -- pr ]T - pr ]

[A18C6T -Ca2:2+]  =  [Ca2+ ]T  _  [Ca2+ ]

La concentraci6n total de A18C6T OHJBC6r/I) es :                                  '

[A18C6T]T --  [A18C6T] +  [A18C6T -Bc[2+]  +  [A18C6T -K+]  +

[A18C6T -Ca2+] a-11)
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' Utilizando la ecuaci6n I-5 para obtener /HJBC6r/ y las ecuaciones  I-8a,  I-9a e I-10a

para reemplazar la concentraci6n de los complejos de 6ter corona con Ba2+, K+ y Ca2+

respectivamente, en I-11, tenemos:

[A18c6T]T = KdBa   .  (pa2;2+ ]T ~  F3a2+ D  I  pea2+ ]  +  (peo[2+ ]T -  pea2+ D  +

(pr ]T - pr fl  +  ([cc[2+ ]T - [ca2+ fl

que se sinplifica a:

[A18C6T]T --   (Pa2:2+ ]T-Pc[2+ h  .    (KdBa   /  Pc[2+ ] +  1)  +

(pr ]T - pr fl  +  ([ca2+ ]T - [cal+ fl

(I-12)

a-12a)

En  este  punto  es  necesario  expresar  las  concentraciones  de  K+  y  Ca2+  en

funci6n de constantes y cantidades conocidas. A partir de las constantes de disociaci6n

del Ba2+ y del K+ (eouaciones I-5 e I-7) tenemos:

KdBa.  (F3a2+]T-F}a2+D  /  F3a2+] = KdK.`(Fr]T-FrD  /  pr]         CLr3)

KdBa  .  (F3a2+ ]T _  pal:2+ f i  .  pr ] = KdK  .  pr ]T .  pc[2+ ] - KdK  .  pa:2+ ] .  pr ||:r3aDLD

y reordenando :

Fr ] .  {KdBa  .  (pal+ ]T -  F3c[2+ fl  +  KdK  .  pc[2+ ]}  =    KdK  .  pr ]T .  pc[2+ ]   arT3it;)

por lo tanto la [K+] libre es:

pr ] -- KdK  .  pr ]T .  F3a2[2+ ] /  {KdBa  .  (pa2;2+ ]T _  pc[2+ f i  +  KdK  .  pea2[2+ ]}      a:i¢)

De  un  modo  ahalogo,  la  concentraci6n  de  Ca2+  libre  ([Ca2+])  se  encontr6  a

partir de las constantes de disociaci6n del Ba2+ y del Ca2+  (ecuaciones I-5 e I-6):

KdBa.  (pea2+]T.  pea2+»  /  p3a2;2+] -_ Kdca.  ([ca2+]T-[ca2+D  /  [cO[2+I          arL5)

[cc[2+ ] {KdBa  .  (Pa2[2+ ]T _  Pal:2+ f i  +  Kdca   .  pec[2+ ]}  =  Kdca  .   [Cc[2+ ]T .  pea2+ ]   (I+5aDLD
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de donde la [Ca2+] es:

[ca2:2+ ]  =  Kdca  .   [cc[2+ ]T .  F3al+ ]  /  {KdBa  .  (pec[2+ ]T -  pec[2+ h  +  Kdca  .   pec[2+ ]}

j74

a-16)

Reemplazando las ecuaciones I-14 e I-16 en I-12a se obtiene una expresi6n que

es  una  funci6n  de  las  concentraciones  i6nicas  totales,  conocidas  ([Ba2+]T  =   1  LLM;

H€+]T  =  110 mM,  [Ca2+]T  =  100 HM),  de la  [A.18C6T]T (variable),  de la  [Ba2+]  libre

(determinada a partir de la ecuaci6n I-4) y de la constante KdBa a calcular:

(F3a2:2+ ]T -  F3c[2+ D  . (1  +  KdBa  /  F3c[2+ fl

+  pe ]T  .  {1 - (KdK  .  a3cr2+ h  /  prdBa  .  (pec[2+ ]T -  pea2+ h  +  KdK  .  pal+ ]]}

+  [Cc[2+]T   .  {1  ~  (Kdca    .  Po[2+f i  /  prdBa  .  (F3c[2+]T-Pa2+fl  +  Kdca    .  Pa2:2+]]}

-[Ai8cer]T  --o                                                                                a:r])

El valor de la KdBa se obtuvo buscando numericamente aquel valor que hiciera

la ecuaci6n I-17 igual a 0,  para las distintas concentraciones de A18C6T usadas en la

titulaci6n.  El valor obtenido fue: KdBa  =  1,6  .  10-[° (M).

T1..   Pendier[te linite.

El numero total de cargas de compuerta (zcg/J.ffl) fue obtenido a partir del ajuste

de  la  ecuaci6n  24  aiesultados)  a  los  datos  de  Po  en  funci6n  del  potencial,  en  el

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

Po = A . exp [zeqlin . F . V /(R . T)] (27)
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Esta expresi6n es  la aproximaci6n monoexponencial de la distribuci6n de Boltzmam

en el limite para poteneiales muy negativos, donde 4 es la amplitud de la exponencial.

Con este fin los dates fueron graficados con la ordenada en escala logaritmica,

pues  a  probabilidades  bajas  Q'o  a  0,01  a  0,col)  la  relaci6n  Po-V  graficada  en  estata

forma se hace lineal.

Esta aproximaci6n proviene del trabajo de Almers (1978) en que demuestra que

en un modelo lineal dependiente del potencial,  con # estados en donde  s6lo el ultimo

estado es un estado abierto:

Ki ®                 K2On              K3Ow                             Kn.I ®
Ci<             E    C2<             E    C3±   C4 ...... Cn.I   i          Eon      all-1)

se  cumple  que  la  pendiente  de  la  curva  de  probabilidad  del  estado  abierto  a)  en

funci6n  del  potencial,  graficada  con  una  ordenada  logaritmica  alcanza  un  maximo

@cnd.cute #"+e) que es independiente del ndmero de estados, cuando la Po 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 Po para el esquema EII-1 se define como:

pO=  o/(c,  +  c2+  c3+ ...... +  cur,  +  o„J                      ur-1)
`Po=1/(1+Ci/O+C2/O+C3/O+ ...... +Cn.I/O)            qu2:)

Podemos  definir  las  constantes  de  equilibrio  de  las  transiciones  del  esquema

-   EII-1 como:

Ki --  Ci / Ci+I =  exp -(zi .  IV -Vi )  .  a al-3)
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donde cz  = F / ff .  I), z,. es la carga de compuerta que se mueve en la transici6n z., y V,.

es el potencial en que K,. =  1.

Las constantes de equilibrio para las trausiciones mostradas son:

KLrm  =  K] =  c[ I c2

K2ry)  = K2 =  c2 I c3

K 3 I y )  = K 3 -- c 3 I c 4

Kn.|an  --  Kn.I =  Cn.I / On

De estas expresiones se puede obtener respectivamente:

CI -KI .  C2

C 2 -- K 2 .  C 3

C 3 -- K 3 .  C 4

Cnr,  -- Kn.,  .  0"

(11-4)

q-5)

(11-6)

ur-7)

¢14a)

¢I-5a)

al-6a)

(II-7a)

Reemplazando sucesivamente las expresiones II-4a,  II-5a,  II-6a y II-7a en la ecuaci6n

11-2:

Po =  1  /  (1  +  K| .K2.'  K3 ........  Kn.I  +  K2 .  K3 ........  KrL|  +

K3  ........  Knr]  + ...... +  Kn_]]

De la definici6n de las constantes (ecuaci6n 11-3), la expresi6n queda:

Po --  1  /  {1  +  [exp -(I.I .  IV -V|)  .  a)  .  exp -(Z2 .  IV -V2)  .  a)

•  esp -/Zj  .  fv-V3J  .  aJ  ........  exp -/Zn.I  .  fv-V#.,J  .  CZJ/  +

/exp -/Z2 .  fv -V2J  . aJ  . esp -(zj .  rv-Vj/  . cz/  ....

•...  exp -(Zn.I .  IV -Vn.I)  .  a)]  +
'

(11-8)
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esp -/z3  .  07-VjJ  .  CZJ  ........  esp -(zn.,  .  rv-V,,.jJ  .  cZJ7  +...

•..+  exp -(Zn.I  .  IV -Vn.I)  .  a)}

expresi6n que se puede reordenar a:

Po --  1  /  {1  +  K' I .  [exp -(Zi +  Z2 +  Z3 + ...... Zn.I)  . V .  a  +

K'2 .  [exp -(Z2 +  Z3 +.n     ...Zn.I)  .  V .  a +

K'3 .  [exp -(Z3 +...     u.Zn.I)  .  V .  a  +.-

•..  +  K'n.I .  [exp -(Zn.I)  . V .  a

J77

al-9)

ur-10)

donde K',.  =  exp -/cz  .  27 /z,. .  V,. JJ.  Cuando V + -co,  el priner termino exponencial del

denominador de la ecuaci6n 11-10 crece a una tasa mayor que el resto de los terminos.

Estos se pueden despreciar en relaci6n al primero, y la expresi6n se simpliflca a (si V

+ -co):

Po--1  /{K'i.  [exp-(Zi+  Z2+  Z3+ ....-. Zn.I).  V.  a}            a+1L)

0

Po=   K'i.  [exp  (Z|  +  Z2+Z3+ ...... Zn.I).V.  a]                       a+12:)

En esta condici6n Po + 0. Es decir, .a Po bajas, la carga de compuerta movida tiende a

la carga total:

Zcg   =  Z/  +  Z2  +  Zj  + ...... Z„./

Adicionalmente, si obtenemos el logaritmo de la ecuaci6n 11-12, tenemos :

ln Po =   ln {K'i .  exp  (Zeq  . V .  a)}

ln Po --   ln K' I   +  (Zeq  . V .  a)

La pendiente de esta expresi6n es:

ur-13)



d(ln Pal/ av --   d (zeq  . V . a) /av

dan Po)I av --   (z.eq  . F .  / (R . T)
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Es decir, a valores infinitesimales de Po, la pendiente tiende a un maximo que es igual

a   la   carga   total   zcg      (zeq/z.J#).   El   valor   de   zap   se   puede   calcular   de   los   datos

experinentales a partir de la ecuaci6n 11-16 como:

Zeq --  H3 . T / F] .  d(ln Po) / av

zeq --  pe . T / F] .  (1 I Po ) .  d(Po) / av

zeq =  pe . T / F]  .  (1  / Po)  .  APo  /  AV

al-17)

al-18)

al-19)

0:

que se aproxma a:

Tn.   Inhibici6n de la uni6n de IbTX por Na+ .

El  ensayo  de  uni6n  de  iberiotoxina  (IbTX)  a  los  canales  fesJo  expresados  en

oocitos,  se hizo en un medio cuya concentraci6n de   Na+  es  96 mM.  Koschak y col.

(1997)  describieron  que  el  Na+  inhibe  la  uni6n  de  [[25I]IbTX-D19Y/Y36F  con  una

constante de inhibici6n de 28 mM y un ndmero de Hill de  1.  Para estimar la fracci6n

de canales unidos a IbTX 0i.a), se supuso que el Na+ y la IbTX compiten por el mismo

sitio en el canal, de acuerdo al siguiente esquema:
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IbTX +

N

KD

<                  +   IbTX-C

J79

(EIH-1)

En este esquema el  canal  (C)  puede unir  iberiotoxina  abTX)  o  Na+  para formar  los

complejos IbTX-canal abTX-C) o Na+-canal (Na+-C), cuyas constantes de disociaci6n

son KD y K„ respectivamente. La fracci6n de canales bloqueados por la toxina,  0:jbzx.c)

en el equilibrio es:

f|b"c --HbTX:C] / (HbTX:C]  +  [C]  + gNa+-C])                  ("[)

donde  los  par6ntesis  cuadrados  denotan  las  concentraciones  de  las  especies  en  el

equilibrio. Reordenando :

f|tlELc --1 I {1  +  ([C] / HbTXC])  +  (INa+-C]  / ITbTX:C])}           (IIT2:)

La constante de disociaci6n del complejo IbTX-C, se define como:

KD =  HbTX]  .  [C]  / HbTX:C]

y de esta obtenemos:

KD  /  HbTX]  =   [C]  /  Hl)TX=C]

que se reemplaza directamente en el segundo termino de la ecuaci6n Ill-2:

all-3)

all4)

f|bELc --1 I {1  +  (KD  I HbTX])  +  (INa+-C] / [IbTXC])}            QL5)

Adicionalmente, de la definici6n de Kd tenemos:

Hl}TX=C]  --  HbTX]  .  [C]  / KD (in-6)
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y tomando en cuenta la definici6n de K[:

K| --  INa+] .  [C] / INa+-C]

obtenemos la concentraci6n del complejo [Na+-C] :

INa+-C]  --INa+]  .  [C]  / K[

reemplazando ahora las ecuaciones Ill-6 y Ill-8 en Ill-5, para obtener`:

f lb"C -

J80

(Ill-7)

(Ill-8)

1  / {1  +  (KD  / HbTx])  +  (gNa+I  .  [c]  .  KD /  (K]    [IbTx:I  .  [c]))}      (mJgr)

que luego  de  sinplificar y  ordenar  queda como  la ecuaci6n 9  de  los  m6todos

(ecuaci6n de Gaddum) :

fT.c   =  1  /  [1  +  KD   /  HbTX:]   .  (1  +  gNa+]  I K,)] (9)

Esta expresi6n permite calcular el limite inferior de la fl:acci6n de canales con

toxina unida, /I.c , considerando que la uni6n de un ion Na+   imposibilita totalmente al

canal de unir toxina.


