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RESUMEN

La hemocianina es una protefna plasmatica de alto peso molecular que
se encuentra en moluscos y crustdceos. La de moluscos estd formada por un
conjunto de alrededor de 20 subunidades de peso molecular cercano a
500.000. La hemocianina de Megatura crenulata interactda con bicapas
artificiales de lfpidos y forma canales i6nicos selectivos a cationes. Bl
objetivo central de esta tesis es proponer un mecanismo que explique las
caracterfsticas de transporte y selectividad del canal de hemocianina, que

son:

1. La conductancia del canal es una funcién hiperbélica de la concentracién
de iones. Esto descarta que el mecanismo de conduccién sea la
electrodifusién en un poro acuoso y sugiere un mecanismo en el cual los

lones se ligan a sitios saturables.

2. La relacion entre corriente y voltaje no es lineal, como predice la
electrodifusion. La conductancia es una funcién complicada del potencial

aplicado.

3. La selectividad del canal a los cationes alcalinos es diferente si se
determina con medidas de conductancia que si se hace midiendo los
potenciales que surgen al poner soluciones de diferentes iones a2 ambos
lados del canal. También se observa que la selectividad cambia con la

concentracién de iones y con el potencial aplicado.
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Todas estas caracterfsticas de transporte y selectividad en el canal
de hemocianina permiten postular un modelo de conduccién, que, en términos
generales, consiste en suponer que los iones, cuando pasan por el canal, se
encuentran con uno o mas sitios de ligamen y con barreras de energfa que
deben saltar en su paso. Los sitios y las barreras se encuentran en la zona
donde cae el potencial aplicado, de donde surge la dependencia que muestra
la conductancia con el potencial. La presencia de sitios de ligamen explica

la saturacién de la conductancia con la concentracién de iones.

El modelo que mejor describe los resultados contiene dos sitios de
ligamen y tres barreras de energfa y s6lo acepta un i6n a la vez dentro del
canal. Una vez planteado el modelo, se escriben las ecuaciones que definen
a las constantes cinéticas del paso de los iones a través de las barreras,
que dependen de las energfas de los iones tanto en los sitios de uni6n como
en las barreras. HEstas energfas se ven afectadas por el potencial aplicado
dependiendo del lugar donde se encuentren dentro del canal. La corriente
que pasa por el canal en estado estacionario es funcién de todas las
constantes cinéticas, y, por ende, de las energfas libres de los iones en

los sitios y en las barreras.

Ajustando a los valores experimentales de corriente en funcién del
voltaje curvas calculadas con el modelo por medio de un método de ajuste no
lineal, se obtuvo como resultado las energfas libres para todos los iones
alcalinos dentro del canal. Con estos valores se pudo reproducir las curvas
de conductancia en funcién de la concentracién de iones y las razones de
permeabilidad entre los caliones alcalinos y el potasio. El modelo predice

que los iones compiten por los sitios dentro del canal, lo cual fue
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corroborado experimentalmente. Como dato adicional que apoya la hip6tesis
que el canal acepta un solo i6n a la vez, se encontré que la formacién del
canal involucra a una sola subunidad de la molécula de hemocianina y que
las dimensiones del canal son pequefias: no m4s de 0,24 nm de radio y 1 nm

de longitud.

El modelo es, entonces, capaz de explicar satisfactoriamente las
observaciones iniciales y sus predicciones se corroboran experimentalmente.
Esto permite aceptarlo y utilizar los valores de energfa obtenidos para

sacar conclusiones acerca de las caracterfsticas de los sitios de unién.

El modelo reproduce bien las caracterfsticas de selectividad del
canal. Las secuencias de energfa encontradas para los iones alcalinos en
los sitios de ligamen permiten postular que estos poseen grupos cargados
capaces de generar campos eléctricos fuertes, parecidos al grupo carbonilo
o al dipolo del agua. Las barreras de energfa representarfan zonas alejadas
de los sitios de ligamen, donde el campo generado por sus grupos cargados

se ha debilitado con la distancia.




ABSTRACT

Hemocyanin is a high molecular weight plasma protein present in the
blood of molluscs and crustaceans. In molluscs it is formed by 20
subunities each with molecular weight around 500.000. Hemocyanin from
Megatura crenulata interacts with artificial bilayer membranes to
form cationic-selective ionic channels. The central goal of this thesis is
to propose a mechanism that explains the transport and selectivity

characteristics of this channel, which are:

1. Channel conductance is a hyperbolic function of ion concentration. This
fact discards electrodiffusion across an aqueous pore as a possible

mechanism and suggests that ilons bind to saturable sites in the channel.

2. A non-linear function between current and voltage is found, which is not

the prediction of electrodiffusion. Conductance is a rather complicated

function of potential.

3. Channel selectivity to alkali cations is different when measured from
conductance or permeability ratios. The selectivity changes with cation
concentration and with applied potential, both facts in disaggrement with

electrodiffusion through an aqueous pore.

All these transport and selectivity characteristics allow to postulate
a general model in which ions pass through the channel binding to one or

more binding sites and "jumping" through energy barriers. The binding sites




and the energy barriers are placed in the zone where the electric potential
falls, this explaining the dependence of the conductance on the potential.

The presence of binding sites explains the saturation of the current with

the 1on concentration.

The model that best describes the experimental results contains two
binding sites and three energy barriers, accepting only one ion at a time.
The kinetic constants which describe the passage of ions through the energy
barriers are functions of the ions free energies in the binding sites and
in the barriers. They are affected by the electric potential in an extent
which depends on the sites location inside the channel. Steady state
current passing through the channel is a function of all kinetic constants,

and so, on the free energy of ions inside the channel.

The free energy of ions at the binding sites and at the energy
barriers can be estimated by fitting to the experimental current to voltage
curves, theoretical curves calculated with the model, by using a least
square non-linear fitting procedure. The best energy parameters obtained
were able to reproduce the experimental conductance vs concentration
relationship and  the permeability ratios. The model predicts  ion
competition inside the channel, which was experimentaly corroborated. As an
additional support to the single channel occupancy postulated before, it
was found that a single hemocyanin subunit participates in the channel
formation and that the pore is small: no more than 0.24 nm in radius and 1

nm in length.
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The model is able to explain the basic experimental observations and
its predictions can be tested experimentally. It can be accepted as a good
model for the mechanism of ion transport through this channel and the ion
energies found can be wused to draw some conclusions about the

characteristics of the binding sites.

Selectivity characteristics are well reproduced by the model. The
energy secuences found for the binding of alkali cations to channel sites
allow to postulate that these sites have charged groups able to produce
strong electric fields, such as carbonyl groups or dipoles similar to
water. Energy barriers could be represented as distant zones where the

sites electric field weakens with distance.
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INTRODUCCION GENERAL.

Todas las membranas celulares tienen una estructura bdsica comin
que es una bicapa lipfdica cuya continuidad estd interrumpida por moléculas
de protefnas (Singer y Nicholson, 1972). Estas protefnas probablemente
interactdan hidrofébicamente con los Ifpidos porque tienen una estructura
terciaria  que  expone aminoacidos  hidrof6bicos  hacia el  exterior,
permitiendo la interacciébn con los lfpidos y esconde sus zonas polares

hacia el interior de la molécula. La presencia de estas protefnas permite

postular que puedan ser responsables de la permeabilidad de la membrana a

los 1ones, que podrian pasar a través de ellas: actuarfan como canales
i6nicos. La naturaleza proteica de los canales i6nicos ha sido demostrada
indirectamente en ax6n (Rojas y Luxoro, 1963) y directamente en el canal
aislado de Na (Weigele y Barchi, 1982), en el canal de K de retfculo
sarcoplasmatico (Miller y Rosenberg, 1979), en el receptor de acetilcolina

(Karlin, A., 1980), por citar algunos ejemplos.

Generalmente los canales i6nicos no son estructuras estaticas sino que
estan constantenente cambiando de permeabildad. Algunos canales, por ejemplo,
el del receptor de acetilcolina en la placa motora de los mdsculos, fluctda
entre dos estados, abierto y cerrado (Schindler y Quast, 1980). Estas
transiciones generan fluctuaciones de la corriente que pasa por la membrana,
de las cuales se puede calcular la corriente que pasa por un canal individual

(Neher y Sakmann, 1976).




La conductancia de los canales que han sido detectados en diferentes
preparaciones van desde 5 - 10 pS para canales de Na y Ca (Huang ef a/,
1984, Ehrlich ef a/, 1984) hasta 300 pS para algunos canales de K de
membranas de masculo de vertebrados (Latorre ef a/, 1982,). Estos dltimos

son, ademds, altamente selectivos a potasio.

Los canales i6nicos son selectivos, no son compartidos como vias de paso
por todos los iones (Latorre y Alvarez, 1981; Latorre y Miller, 1983). La
selectividad de los‘canales explica algunos importantes fenémenos celulares,

como por ejemplo, los potenciales de membrana que se observan en todas las

células.
Mecanismos de transporte.

Es fé4cil imaginar al canal como un cilindro lleno de la solucién que
comunica un lado y otro de la membrana. Los lones pasarfan por ese canal por
mecanismos similares a los que los hacen moverse en el agua. En ese caso, se
puede calcular el radio que deberfa tener el poro para dar cuenta de las
conductancias encontradas experimentalmente. En este tipo de calculo, se llega
a que un poro de unos 100 pS de conductancia en una solucién 0,1 M y del
largo igual al espesor de la bicapa (5 nm), tendrfa un radio de unos
0,4 nm (Latorre y Miller, 1983). Es decir, no habria base para explicar
la selectividad entre Na (r= 0,095 nm) y K (r= 0,13 nm) en términos del

radio del poro.

Ademds de la selectividad, el modelo del cilindro lleno de agua tiene

dificultades para explicar otros fenémenos observados. Por ejemplo, la




conductancia de la mayorfa de los canales se satura con la concentracién
i6nica (Miller, 1983, Latorre y Miller, 1983). Evidentemente, este
comportamiento es inexplicable si es que los iones se mueven por simple
difusién, ya que en este caso, la teorfa predice que el flujo difusivo es una

funcién lineal de la concentracién (Goldman, D. E., 1943).

Por otra parte, para un poro acuoso el flujo de iones (corriente
eléctrica) es una funcién lineal del potencial aplicado (Goldman, D. E.,
1943). En muchos canales las curvas corriente-voliaje no son lineales, lo
cual hace que la teorfa de electrodifusién sea insuficiente para explicar

el mecanismo del transporte (Coronado ef a/, 1980, White y Miller, 1979).

Por dltimo, estos canales no son s6lo selectivos a los iones, sino que
pueden ser bloqueados por iones que no pasan a través del canal o que lo
hacen a velocidades muy bajas. En otras palabras, ocurren fenémenos de
competencia entre los iones por el canal {(Coronado y Miller, 1980; Coronado
et af, 1980; Miller, 1983; White y VMiller, 1981). Hste comportamiento
no tendrfa por que observarse en un poro que dejase pasar libremente iones

por difusién acuosa a través de €l.

Una visién alternativa de un canal es imaginarlo como una enzima de
transporte. Desde el punto de vista termodindmico y cinético, lo es, ya que es
un ‘catalizador" que estd disminuyendo la barrera de energfa de activacién
desde unas 60 kcal/mol para la bicapa desnuda (Parsegian, 1969), a menos de
10 kecal/mol, que es el valor que podrfa dar cuenta de las conductancias
i6nicas encontradas experimentalmente. Mirados de esta manera, los canales

quedarfan representados por protefnas que tienen en su interior zonas que
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actlan como "sitios de ligamen" a los iones. El mecanismo de transporte serfa,
entonces, en todo similar a los mecanismos de reacci6n enzim4tica
desarrollados por los bioquimicos: presenta saturacién, competencia e

inhibicién por andlogos, es decir, por otros iones.

En sfntesis, el canal se visualiza como una secuencia de sitios,
representados por ‘"valles" de energfa libre para el i6n, y de barreras de

energia que el i6n debe saltar en su paso por el canal.

Selectividad i0nica

La selectividad de un canal visualizado como una secuencia de sitios y
barreras estard dada por las diferencias de energfa de interaccién entre los
diferentes iones y el canal. Cémo explicar que iones tan semejantes como, por
ejemplo, sodio y potasio puedan interactuar en forma cuantitativamente

diferente con el mismo sitio?

La energfa de interaccién entre un i6n y el ligando de un silio es de
origen electrostdtico y depende de la magnitud del campo eléctrico generado
tanto en torno al sitio como en torno al i6n que se liga. Los iones pequefios
siempre van a interactuar mds fuertemente con sitios cargados, ya que la
magnitud del campo eléctrico depende inversamenie del radio del i6n. Si
consideramos, por ejemplo, & los cationes alcalinos, las energfas de
interaccién serdn mayores para el litio (r= 0,06 nm) y menores para el cesio

(r= 0,17 nm).

Un 16n que se prepara a pasar a través de un canal debe abandonar
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parcialmete el agua que lo rodea. Suponiendo que remplace una de sus aguas de
hidratacién por el ligando del sitio, la ‘“preferencia”" por el sitio estard
dada por la diferencia entre la energfa de hidratacién y la de interacci6én con
el sitio. En aquellos sitios que generan campos eléctricos fuertes, la
diferencia entre la energfa de unién al sitio y al agua es méxima para el

litio y decrece a medida que aumenta el radio i6nico. Cuando el sitio tiene

una baja fuerza de campo, ocurre lo contrario: la secuencia de selectividad
comienza con el cesio y decrece hasta llegar al litio. En situaciones de
energfas de campo intermedias, se generan secuencias de selectividad
intermedias, que no son monot6nicas con el radio de los iones; de todas las
posibles secuencias imaginables s6lo 11 pueden surgir de este modelo y son las

Gnicas que se encuentran experimentalmente (Eisenman, 1965}.

La aplicacién de estos conceptos al transporte de iones a través de
canales permite generar una explicacién para el fen6meno de selectividad, si
se acepta el mecanismo de transporte a través de un sistema de sitios de
ligamen y barreras en serie. La simple interaccién electrostdtica de los iones
y el canal genera un discriminador i6nico, no por su tamafio sino por la

magnitud del campo eléctrico generado a su alrededor.



Objetivos generales.

El objetivo del presente trabajo es explicar, en términos de un modelo
de barreras de energia, las propiedades de transporte y selectividad de
bicapas de lfpidos tratadas con una protefna formadora da canales, la hemo
cianina. A pesar que esta protefna no estd formando canales i6nicos en los
organismos en que se encuentra, los canales i6nicos que forma cuando
interactGa con bicapas artificiales de lfpidos tienen una conductancia
dramaticamente dependiente del potencial eléctrico y esta conductancia se
satura con la concentracién i6nica (Latorre ef af, 1975). Estas membranas
artificiales tienen igual estructura a la que creemos que tienen las
membranas biolégicas y particularmente el canal de hemocianina, tiene
caracterfsticas de conduccién comparables a las de  muchos canales de
membranas biolégicas, por lo que hacen al sistema un buen modelo. Tiene la
gran ventaja sobre estos Gltimos que es muy facil incorporarlo a la bicapa y
que se obtiene comercialmente en forma pura. Por estas razones, es un
sistema muy adecuado para desarrollar modelos de transporte que mas adelante

pueden ser facilmente aplicados a canales de interés biol6gico.

La mayor parte de los resultados que aparecen en esta tesis se obtuvieron
entre 1980 y 1983 y dieron origen a una serie de publicaciones (Cecchi ef a/,
1981, 1982, 1984). En esta tesis se presenta una recopilacién de ellos y se
discuten globalmente desde la perspectiva general de los mecanismos que

explican el transporte y la selectividad de los canales i6nicos.




INTRODUCCION

Lz hemocianina es una protefna que se encuentra disuelta en el plasma de
crustdceos y moluscos. Es un transportador de oxfgeno, de alto peso molecular
(alrededor de 1.000.000 en crusticeos y 10.000.000 en moluscos), que contiene
cobre en su molécula. Cuando la hemocianina se incuba a pH > 8, se disocia
en subunidades (Van Bruggen ef af, 1962, 1963) y el tamafio de la
subunidad depende de la especie de donde se obtenga la hemocianina, siendo

este entre 75.000 en crustdceos y alrededor de 500.000 en moluscos (Senozan,

1976).

Cuando se agrega hemocianina de lapa (AMegatura crenulata) a la
solucién acuosa que bafia un lado de una bicapa de Ifpidos, se produce un
aumento de la conductancia i6nica de Vla bicapa (Pant y Conran, 1972).
Alvarez ef af (1975) demostraron que la conductancia aumentaba a saltos
discretos, es decir, formaba canales iénicos, y la conductancia del canal
se saturaba con la concentraci6n i6nica de la solucién. El canal es
selectivo a2 los cationes alcalinos (Alvarez ef af, 1977), pero su
selectividlad no sigue la secuencia de lag movilidades de los iones
alcalinos en agua: el litio presenta una permeabilidad del 40% de la
esperada de su movilidad en agua. Una membrana que contiene muchos canales
de hemocianina muestra una curva corriente-voltaje en estado estacionario
que se aleja mucho de la linearidad, en el intervalo de potenciales mayores

que 50 mV. La corriente que pasa por el canal a potenciales negativos




mayores que 50 mV es siempre mucho mayor que la que se mide a potenciales
positivos de la misma magnitud. Cuando el potencial se cambia desde cero a
un potencial positivo, la corriente se relaja hasta su valor de estado
estacionario por medio de un proceso que tarda segundos o minutos. Sin
embargo, si se observa la corriente a tiempos muy cortos después de
aplicado el potencial, cuando no ha habido tiempo para que ocurra la
relajacién, la conductancia a potenciales positivos es todavia mucho menor

que a potenciales negativos, y las curvas corriente-voltage siguen siendo

no-lineales (Latorre ef af, 1975).

Esta curvas corriente-voltage contienen informacién relativa a los
mecanismos de transporte y estructura del canal. El objetivo de este trabajo
es revelarla, para lo cual se necesita construir un modelo. La hipGtesis de
trabajo propone al canal como una secuencia de dos sitios de ligamen que
presenta el canal a los iones, separados de las soluciones acuosas y entre sf
por barreras de energfa. Un solo i6n es permitido a la vez dentro del canal,
restriccién que surge inicialmente de consideraciones electrostiticas que
sefialan que la cercanfa de dos iones del mismo signo dentro del canal es
energéticamente desfavorable (Lauger, 1973). Este modelo de barreras de
energfa permite escribir las ecuaciones que describen el flujo i6nico en
funcién de la concentraci6n i6nica y del potencial aplicado, y cuyos

pardmetros son los valores de la energfa libre del i6n en los sitios de

ligamen y en las barreras.

FEs necesario realizar una serie de mediciones tendientes a apoyar la

idea inicial que el canal puede aceptar un solo i6n en un momento determinado.

Estas son:




a) Establecer cudl especie es la que forma el canal (la subunidad o el
agregado) y cudntas de ellas intervienen. La idea es que si fuera un molécula

de varios millones de peso molecular serfa dificil imaginar que aceptara un

solo i6n.

b) Estimar el dismetro del canal. La manera de hacerlo es determinando su
conductancia a cationes monovalentes de diferentes tamafios. Aquel catién de
menor didmetro que produzca una conductancia igual a cero da una medida
aproximada del tamafio del canal. Experimentos de medidas de coeficientes de
refleccién osméticos usando noelectrolitos de diferentes tamafios dan una
medida independiente del dismetro del canal. La idea es que si el canal es muy

ancho no se puede suponer que aloje un solo i6n.

¢) Estimar la longitud del canal para lo cual se determina la magnitud del
potencial eléctrico generado cuando se establece una gradiente osmética con no
electrolitos que no pasen a través de la membrana. La idea es que si el canal

es muy largo no es posible suponer que todo el mecanismo de transporte pueda

ser modelado por el salto de una sola barrera.

Una vez comprobado que las dimensiones del canal no son contradictorias

con la hip6tesis de un s6lo ién a la vez, se construird el modelo para lo cual

se necesita:

1.~ Hacer curvas corriente  voltaje  experimentalmente a  diferentes

concentraciones de iones.

9.— Escribir ecuaciones cinéticas que den cuenta de las curvas corriente-
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voltage medidas. Obtener, por ajuste de curvas, los pardmetros energélicos

de los sitios de unién y de las barreras del canal, para diferentes iones.

3.- El conjunto de pardmetros encontrados de esa manera se utiliza para hacer

algunas predicciones que se comprueban mediante experimentos independientes y

que son:

a) Curvas conductancia-concentracién en un amplio rango de concentraciones.
b) Competencia entre iones que se conducen a velocidades diferentes.

¢) Curvas corriente-voltaje en membranas hechas de diferentes clases de

Ifpidos, que tienen diferentes potenciales de superficie.

d) Razén de permeabilidades a los diferentes cationes alcalinos, que surge de

la medicién de potenciales biiénicos.

Una vez que se comprueba la validez del medelo, analizar los valores de
las energfas encontradas en términos de la interaccién de los iones con la
hemocianina, para obtener informacién sobre el tipo de ligandos que

constituyen el canal.
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METODOS

Todos los experimentos se realizaron incorporando el canal de
hemocianina en bicapas de lfpidos. Para ello, primero se forma la bicapa en
una cimara de de dos compartimientos separados por una ldmina de teflén con
una perforacién central de 0.3 mm de didmetro (ver Figura 1). Ambos
compartimientos ~ se  llenan  con 3 ml de una solucién que consiste
rutinariamente en la sal de sulfato de cualquiera de los cationes
monovalentes empleados, tamponada con Tris-Cl & mM, pH 7,0. Sobre las
soluciones se forma una monocapa agregando 10 - 20 ul de una solucién
de lfpidos de frejol de soya (Asolectin, Sigma Chemical Co.} y colesterol
(Sigma Chemical Co.} (1/1, razén molar) en hexano con 5% de decano.
Subiendo los niveles de las soluciones mediante jeringas, se consigue
formar una bicapa de Ifpidos en el agujero que queda separando ambos
compartimientos (Takagi ¢f af, 1965 y Montal y Mueller, 1972}. Mediante
un par ’de electrodos de Ag/AgCl se conecta un lado de la cémara a un
generador de funciones comandado por un computador digital (lado Zrans)
y el otro a un conversor corriente-voltage que mantiene a potencial cero
a este lado de la camara (lado cis). Con este par de electrodos es
posible fijar la diferencia de potencial y registrar la corriente que circula
a través de la membrana. El conversor produce un potencial a su salida
(Vo) proporcional a la corriente que pasa por la membrana, con una
sensibilidad de 1 nA/V. La salida del conversor es amplificada y puede

entregarse a un osciloscopio, un sistema de adquisicién de datos comandado
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por el computador o a un registrador de papel (ver Figura 2).

La formacién de la bicapa se visualiza aplicando un tren de pulsos
cuadrados de potencial eléctrico de poca amplitud (alrededor de 1-10 mV) y
mirando la corriente que sale del amplificador en el osciloscopio. Estos
pulsos generan corrientes capacitivas transitorias en la membrana en el
borde inicial y el borde final de los pulsos, de cuya integral se puede
calcular la capacidad eléctrica de la membrana en formaci6én. El didmetro
del agujero se determiné con un microscopio provisto de un ocular graduado
para calcular el 4rea de la membrana. Todos los experimentos se realizaron
en bicapas cuya capacidad era mayor que 0,4 uF/em®. La conductancia
basal de la membrana asf formada se delerminaba midiendo la corriente que
circulaba a través de ella al aplicar un potencial constante de -50 mV.

Todos los experimentos se realizaron en bicapas cuya conductancia basal

fuera inferior a 20 pS.

Una vez hecha la bicapa, se agregaba la hemocianina en el lado ¢zs de
la cimara, hasta alcanzar concentraciones finales que variaban entre 1y 10
ug/ml, segin fuera necesario. La hemocianina (99% pura) se mantuvo disuelta
en KCl 0,5 M. La incorporacién de la hemocianina se visualizaba como un
incremento de la corriente que pasa a través de la bicapa al aplicar un
potencial estable de -50 mV. Dependiendo de la sensibilidad del amplificador
de corriente a la salida del conversor, este incremento aparecfa como un
aumento gradual de la corriente (con baja sensibilidad) o se resolvia en

saltos discretos de corriente, canales individuales (con alta sensibilidad).

Se define como corriente positiva a aquella producida por un flujo de
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cationes desde el lado #rams hacia el lado ¢is (en respuesta a un potencial

positivo aplicado al lado érams).

(El texto continGa después de la Fig. 2).
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lLado trans Lado cis

\ agujeros

\ para electrodos

\ / perforacién
para bicapa

Agujeros
para jeringas

FIGURA 1
Esquema de la camara de bicapas.

La cimara consiste de dos compartimientos de 3 ml cada uno
separados por un septum rigido de teflén al cual se adhiere una ladmina de
teflén delgado con una perforacién central. Las paredes de la cdmara estén

perforadas y los agujeros se conectan con la solucién interior para colocar

las jeringas y los electrodos (ver Texto).
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GENERADOR DE CONVERSOR
FUNCIONES CORRIE:TE-VOLTAJE
. f
—AAAAM

I n y

trans cis

MEMBRANA

FIGURA 2

Esquema de las conecciones eléctricas de la cimara de bicapas.

Los electrodos son de Ag/AgCl. El generador de funciones consiste en un
conversor digital-andlogo comandado por un computador digital, construfdo en

el laboratorio para tal efecto.
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I. Experimentos diseBados parz estudiar la selectividad del canal.

La selectividad se estudi6 midiendo la conductancia del canal dnico en
todos los cationes alcalinos y calculando la razén de permeabilidades a partir
de la medicién del potencial que se genera cuando la bicapa separa soluciones

de la misma concentracién, pero diferente catién (potencial bii6nico).

1. Medicién de la conductancia del canal Gnico.

[

Una vez agregada la hemocianina, se mantuvo el potencial constante de
-50 mV y se esper6 registrando continuamente la corriente, para lo cual se
utilizé un amplificador con sensibilidad de 10 pA/V. La sefial era filtrada
s la salida con un filtro pasa bajo de 50 Hz y con el sistema era posible
megiir corrientes tan chicas como 2 pA. La incorporacién de canales se
visualizaba como saltos en el nivel/de corriente. Un sistema de adquisicién
de datos comandado por el computador estaba encargado de almacenar los
resultados en cinta magnética o disco para posterior medida de la amplitud
de la corriente de estos saltos. El estudio de conductancia del canal dnico
se hizo para todos los iones alcalinos y amonio en concentraciones de las

sales de sulfato de 10, 20, 50, 100, 250 y 500 mM.

2. Medicién de potenciales biidmicos.

En estos experimentos, la bicapa se form6 separando soluciones
50 mM de sulfato de potasio a un lado y del sulfato de cualquiera de los

iones alcalinos en el otro, a la misma concentracién. Un interruptor

conectaba el electrodo del lado s con el  conversor corriente-voliaje
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descrito en la Fig. 2 o con un electrémetro de alta impedancia de entrada
(Keithley Inst. Co. Modelo 602) para medir la diferencia de potencial
entre ambos compartimientos. Después de agregar la hemocianina, se medfa
la corriente y se esperaba hasta que se hubleran incorporade a lo menos
100 canales; entonces, la membrana se conectaba al electrémetro y se
medfa el potencial que surgfa en estas condiciones de circuito abierto.
Luego se rompfa la membrana para medir el potencial en ausencia de ella,
debido a posibles diferencias de potencial entre los electrodos. Se
hicieron  las correcciones  necesarias debidas al potencial de juntura que

surje al romper la membrana cuando los dos cationes en estudio tienen

diferente movilidad en agua.
II. Experimentos disefiados para estimar las dimensiones del canal.

El tamafio del canal se estimé determinando la especie qufmica que lo
forma (la subunidad, de peso molecular 800.000 o el agregado, de peso
molecular mayor que 10.000.000) y estimando directamente el didmetro y la
longitud del poro. Esto dltimo se llevé a cabo midiendo la conductancia a
cationes organicos grandes y determinando la magnitud del potencial de flujo

producido por gradientes de noelectrolitos de tamafios conocidos.

1. Determinacién de la especie que forma el canal.

Se llev6 a cabo midiendo la rapidez de incorporacién de canales en
funcién de la concentracién de hemocianina, en membranas de
glicerolmonooleato : colesterol 1/1 (razén  molar). La hemocianina se

preincub6 a pH 7,0 6 8,5, segin el caso, durante 24 horas antes de
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agregarla a la bicapa. Las medidas se hicieron en KCl 0,1 M, Tris-Cl
5 mM, pH 7,0. Una vez formada la membrana, se agregaba hemocianina y la
membrana se sometia a un tren de pulsos de -10 mV de amplitud y 5 s de
duracién, con una frecuencia de uno por minuto, durante por lo menos, 10
minutos. La corriente que circulaba a través de la bicapa se amplificaba con
un sistema de baja sensibilidad (100 pA/V) y se registraba en papel. Las
mediciones se hicieron a varias concentraciones de hemocianina. De los
gréficos de corriente en funcién del tiempo se calculaba la rapidez de

incorporacién de hemocianina a la bicapa en funcién de la concentracién de

hemocianina.

9 Estimacién del dismetro por medicién de la conductancia en cationes

monovalentes grandes.

Se determiné la conductancia del canal Gnico en membranas hechas en
soluciones de sulfato de los siguientes cationes orgénicos: hidroxilamonio
(OH-NHg*), etanolamonio (CH.OH-NH4"), tetrametilamonio ((CHs)4-N*),
y Trs (tris-hidroximetil-aminometano). La medicién de la conductancia se

hizo de la misma forma descrita anteriormente para los cationes alcalinos

(ver punto I1).

3. Estimacién del difmetro y la longitud por medicibn de potenciales

de flujo.

Se midieron los potenciales de flujo generados por gradientes
osmoéticas de no electrolitos de diferentes tamafios en membranas  con

hemocianina. La membrana se formaba separando soluciones asimétricas: el
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lado cis contenfa sulfato de potasio 50 mM y el frams, esta misma solucién
més el noelectrolito en concentraciones de alrededor de 2 M. Los
noelectrolitos usados fueron: glucosa, urea, acetamida y formamida. La
hemocianina se agregaba al lado ¢is. Cuando se habfan incorporado més de
100 canales, la cdmara se conectaba a un electrémetro de alta impedancia
(de la misma forma descrita anteriormente para la medici6n de potenciales
biiénicos en el punto 12), y se medfa el potencial a través de la
membrana. Luego, la membrana se rompfa y se medfa el potencial en ausencia
de ella para restar posibles diferencias de potencial entre los electrodos.
Se tomaban muestras de la solucién de noelectrolito para determinar su
osmolaridad en un osmémetro de presién de vapor (Wescor Inc., UT, modelo
5100 B, gentileza del Dr. José Valencia). También se midi6 el potencial de
dilucién generado por la permeabilidad de la bicapa al agua, determinando
el potencial en bicapas tratadas con valinomicina. Hste dltimo potencial se

rest6 a aquel medido en presencia de hemocianina (ver explicacién de este

punto en Resultados).

Los potenciales de flujo fueron utilizados para estimar tanto el
digmetro como la longitud del poro. El didmetro se estima directamente
conociendo el didmetro del noelectrolito m4ds pequefio que muestra un
coeficiente de reflexién menor que uno. La longitud se puede calcular de la
magnitud del potencial generado por noelectrolilos que no pasan por el canal

de acuerdo a Rosenberg y Finkelstein, 1978.
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IIL. La corriente en funcion del potencial aplicado.
1. Curvas corriente—voltaje instantineas.

En los experimentos descritos hasta ahora, el factor temporal de la
medicién no era importante: solamente se querfa medir la amplitud de la
corriente en estado estacionario, sin importar el tiempo que demoraba en
establecerse la corriente a través de la membrana. Los potenciales usados
hasta ahora han sido siempre negativos y menores que 50 mV : a estos

potenciales, la conductancia del canal es constante en el tiempo.

En los experimentos que describiré a continuacién, disefiados para
estudiar la relacién corriente-voltaje instantéqea, _se recorrerd el intervalo
de potenciales entre *250 mV. Est4 demostrado que a potenciales positivos
la conductancia del canal cambia en el tiempo (Latorre ef af, 1975).
Por lo ianto, es necesario hacer las curvas i/V instantdneas midiendo la
corriente & tiempos muy cortos después de aplicar el pulso de potencial,
para que el proceso que hace cambiar la conductancia a los potenciales

positivos no tenga tiempo de ocurrir.

Las curvas se hicieron midiendo la corriente que pasaba a través de una
bicapa con muchos canales (de manera que se pudieran medir corrientes del
orden de los nanoamperes) cuando se le aplicaban pulsos de amplitud variable
y de 1,5 ms de duracién. En esta escala temporal, las corrientes capacitivas
que surgen en el borde inicial y el borde final de los pulsos interfieren
con las corrientes i6nicas que interesa medir y, por lo tanto, hay que

eliminarlas. Para ello, se aplicaban los mismos pulsos de potencial a la
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membrana y & un circuito que la simulaba mediante resistencias y
condensadores variables. La corriente capacitiva que salfa de ambos
sistemas se entregaba a sendos conversores corriente-voltaje cuyas salidas
se entregaban a un amplificador diferencial de corriente, de acuerdo al
circuito descrito por Alvarez y Latorre, 1978 (Ver Figura 3), que tenfa un
tiempo de respuesta de 1 lr. Para calibrar, se hacfa |2 membrana y se
sometfa a un tren de pulsos de 100 mV de amplitud con una duraci6n de unos
10 ms y una frecuencia de 100 s. La corriente que salfa del amplificador
diferencial se miraba en un osciloscopio y los valores de R y C del
circuito  simulador se variaban hasta abolir ' la  corriente  capacitiva
transitoria en el borde inicial y en el borde final de los pulsos. Con este
sistema, se aseguraba que las corrientes a la salida del amplificador

diferencial fuesen solamente aquellas debidas al flujo de iones a través de

l]a membrana.

Luego se agregaba hemocianina hasta obtener corrientes del orden de 1
nA y se aplicaba un tren de pulsos de potencial  eléctrico que variaban
entre -250 y +250 mV, con intervalos de 1 mV, y de 1,5 ms de duracién.
Un sistema de adquisicién de datos comandado por el computador tomaba
una muestra de la corriente a la salida del amplificador diferencial a
cada potencial, 1 ms después de aplicar cada pulso y la almacenaba en
forma digital en una memoria donde podfa ser sumada con muestras

de experimentos sucesivos.

Con este método se obtuvieron curvas corriente voltaje en membranas
hechas con lfpidos de frejol de soya en soluciones de sulfato de todos los

cationes alcalinos a diferentes concentraciones, y se normalizaron con el
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valor de la conductancia del canal dnico a -50 mV que habfa sido
determinado anteriormente, ya que la magnitud absoluta de la corriente en
estos experimentos depende del nimero de canales en la membrana, variable
incontrolable, y por lo tanto, no pueden ser comparadas directamente al

cambiar de i6n y de concentracién.

(El texto continda después de la Fig. 3).
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FIGURA 3

Esquema del circuito pars suprimir las corrientes capacitivas transitorias.

Tanto la membrana (rama superior) como el circuito que la simula (rama
inferior} reciben la misma funcién de potencial. Antes de agregar la
hemocianina, los valores de R y C del circuito andlogo se ajustaban

hasta que la salida del amplificador diferencial fuera cercana a cero.
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9. Mediciones ripidas de corriente.

La no linearidad de las curvas corriente voltaje obtenidas con los
experimentos  descritos  arriba (ver Resultados) hizo necesario que se
controlara la posibilidad que aun esos experimentos fuesen demasiado lentos.
En otras palabras, era necesario descartar la posibilidad que el canal
estuviera cambiando de estructura muy rapidamente en respuesta al potencial
aplicado, y que ese cambio de estructura fuera el responsable de la asimetrfa
de la curva corriente voltaje. En este caso, la asimetrfa de la curva

corriente voltaje se deberfa a una dependencia de la conductancia con el

tiempo y no con el potencial aplicado.

Para estudiar la dependencia temporal de la conductancia, una membrana
tratada con hemocianina se sometfa a trenes de 1Qé pulsos de 50, 100 6 175
mV, de polaridad alternada, que duraban 40 pus cada uno. La corriente se
registraba con el mismo sistema para abglir las corrientes capacitivas
descrito antes, y era digitalizada por un conversor andlogo-digital con una
frecuencia de 1 MHz (Biomation, Cupertino, Calif., modelo 610-B) y
almacenada en una memoria de 256 palabras de 16 bits. Como los pulsos
eran de polaridad alternada, las corrientes positivas y negativas se sumaban
sucesivamente en la memoria. Si eran iguales, el resultado final debiera
haber sido cero. Si habfa alguna diferencia entre la corriente positiva y
negativa en esta escala temporal, entonces el contenido de la memoria al

final de los 128 pulsos contendrfa el curso temporal de la diferencia entre

las corrientes negativa y positiva.
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3. Ajuste de las curvas corriente voltaje a un modelo teérico.

Las curvas corriente voltaje obtenidas experimentalmente fueron
ajustadas a un modelo propuesto para este canal que establece una funci6n
entre la corriente y el potencial descrita por 7 pardmetros. Para encontrar
el valor de estos pardmetros se utiliz6 el método de ajuste no lineal de
Gauss-Newton, modificado por Hartley (Chrisman y Tumolillo, 1969}. Un
computador  digital programado  para  tal efecto calcula la corriente
te6rica para cada potencial con un conjunto de estimaciones iniciales de
los pardmetros. Compara el resultado con el valor experimental e inicia
un ociclo de cilculo reiterativo hasta encontrar el mejor ajuste entre
el resultado teGrico y el experimental, usando como criterio la mfnima
suma de cuadrados. Esto se repiti6 para cada i6n y dio como resultado
conjuntos de los mejores pardmetros del modelo que ajustan las Curvas
corriente  voltaje experimentales. El método - utilizado da  como
resultado el pardmetro y su desviacibn standard, ademds de la

suma de cuadrados final.
IV. Experimentos disefiados para probar el modelo.

El modelo permite hacer predicciones de como cambia la conductancia del
canal dnico en funcién de la concentraci6n del cati6n, la disminucién de la
conductancia del canal dnico cuando dos iones ‘compiten dentro del canal, la
corriente en funcién del potencial en membranas hechas de Ifpidos con
diversa carga de superficie y los potenciales bii6nicos generados cuando la
membrana separa soluciones de diferentes composiciones i6nicas. Las

predicciones teéricas calculadas del modelo se compararon con los resultados
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de los experimentos correspondientes.

1. Relacién conductancia-concentracién.

Los experimentos estdn descritos anteriormente (ver punto I1).

9. Potenciales biiénicos.
Los experimentos estén descritos anteriormente (ver punto 12).
8. Curvas corriente voliaje en membranas sin carga superficial.

La medicién de la corriente instantdnea en funcién del potencial se
hizo de la misma forma descrita antes (en el punto III1), pero utilizando
fosfatidiletanolamina en vez de lfpidos de frejol de soya para hacer la
bicapa. La fosfatidiletanolamina es wun Ifpido neutro al pH de los
experimentos, en cambio, los Ifpidos de frejol de soya tienen

fosfatidilserina, cargada negativamente a pH 7,0.

4. Medicion de la  conductancia del canal fGnico en mesclas de

potasio y litio.

La medicién se llevé a cabo de la misma forma descrita en el punto I1,
pero en mezclas de sulfato de potasio y de litio. Se hicieron tres series de
experimentos, con sulfalo de potasio 50, 100 y 200 mM vy variando la
concentracién de sulfato de litio entre 10 y 200 mM. Las soluciones eran

iguales a ambos lados de la membrana.
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5. Potenciales  biiénicos  en membranas que  separan  soluciones  de

diferente concentracién.

Las mediciones se hicieron como se describe en el punto I2, pero en
membranas que separaban soluciones de sulfato de potasio 14.3 mM en el lado

cis de soluciones de sulfato de potasio o de litio en concentraciones que

variaban entre 2 y 100 mM en €l lado frans.
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RESULTADOS

Cuando se agrega hemocianina a la solucién que bafia a una bicapa de
Ifpidos, la permeabilidad de la membrana aumenta. Esto se observa Acomo un
aumento de la corriente que pasa a través de la bicapa, a potencial eléctrico
constante. Si se utiliza un sistema de medicion de corriente de alta
sensibilidad (que puede medir corrientes del orden de 1 pA), se puede observar
que la corriente crece a saltos, todos del mismo tamafio; cada salto es la
formacién de un canal. El resultado de un experimento tfpico de incorporacién
de canales a una bicapa se muestra en la Figura 4. La corriente que circula
por el canal que se muestra en la figura es de 20 pA, es decir, estdn pasando
1,5 x 10® iones/s. Este ntGmero es demasiado alto para postular que la
hemocianina ligue iones en solucién y luego los transporte a través de la
bicapa, como lo hacen compuestos, como la valinomicina o la nonactina, que
se han denominado transportadores (carriers), Las velocidades de transporte
de iones a lravés de bicapas tratadas con transportadores son unos tres
6rdenes de magnitud inferiores (Lauger, 1980) por lo que se postula que la

hemocianina forma canales en la bicapa.
Conductancia del canal Gnico.

Cuando se mide la conductancia del canal para los diferentes cationes
alcalinos y a diferentes concentraciones se encuentran los resullados que

aparecen en la Figura 5. Se observa que la conductancia no es una funcién
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lineal de la concentracién i6nica sino que es una funcién hiperbélica, lo
que se puede interpretar como que el canal es una estructura que tiene
sitios especificos de ligamen para los lones (ver Introduccién General). Los
puntos experimentales que aparecen en la Figura 5 pueden ser relativamente
bien descritos por una funcién hiperbélica simple, lo cual, de acuerdo a
Lauger, 1973, permite conclufr que el canal no puede contener mas de un 16n
a la vez. Los parametros gm y Kos, conductancia méaxima y concentracién a la
cual se alcanza una conductancia igual a la mitad de gm, respectivamente,
que se obtienen del ajuste de las hipérbolas equildteras, usando un método
de ajuste no lineal para todos los cationes alcalinos estdn resumidos en la
Tabla | y se usaron para dibujar las curvas de la Fig. 5.

(El texto continda después de la Tabla 1).
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FIGURA 4
Incorporacion de hemocianina en una bicapa lipidica.

La membrana se hizo en una solucién de KCl 0,5 M, Tris-Cl 5 mM,
pH 7. El potencial aplicado es de -70 mV. Las flechas indican los saltos de

corriente debidos a la incorporacién de los canales.
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FIGURA 6

Relacién conductancia—concentracion del canal de hemocianina a los distintos

cationes alcalinos.

La conductancia se midié de los saltos de corriente debidos a la
formacién de canales en soluciones 50 mM de las sales de sulfato de los
cationes que se indican. Los puntos son los valores experimentales y las

curvas son el resultado del ajuste de funciones hiperbélicas cuyos pardmetros

aparecen en la Tabla 1.

Li, (m); Na, (X); K, (®); Rb, (4); Cs, (0); NHa, (v).




TABLA 1

Conductancia maxima y Kog del canal de hemocianina a los

cationes alcalinos.
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Los valores son los resultados del ajuste de una hipérbola a los datos de

la Fig. 5. Se muestra el valor central y la desviaci6n standard aparece entre

paréntesis.

CATION Em Kos
(pS) (mM)

Li 37 (4) 25,6 (9,8)

Na 170 (7) 37,5 (5,6)

K 270 ( 6) 48,8 (3,5)

Rb 267 (12) 43,3 (6,5)

Cs 176 ( 8) 37,4 (5,9)

NHq 215 ( 6) 26,4 (2,0)
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Selectividad del canal.

La selectividad del canal a diferentes iones se puede determinar mediante
dos clases de experimentos: midiendo la conductancia del canal a dichos iones
o midiendo el potencial que se genera a lraves de una membrana tratada con
hemocianina y que separa soluciones de igual concentracién pero distinto

catién (potencial biiénico).

Conductancia del canal dnico.

La secuencia de selectividad que se obtiene para gnm a -50 mV en la
Tabla 1 es K > Rb > NH4 > Cs > Na > Li. Ademds, en la Figura 5
se observa que la secuencia de selectividad depende de la concentracién de
iones: a concentraciones mayores que 0,05 M, la secuencia corresponde a la
secuencia de gm, Pero a concentraciones menores que 0,05 M, el canal es
m4s permeable al amonio que a todos los demas iones. Méds adelante veremos

que ocurre con esta secuencia cuando se estudia la conductancia del canal

a otros potenciales.

Rasones de permeabilidad.

Las razones de permeabilidad, Px/Py, determinadas a partir del potencial

bii6nico, Vo, estdn dadas por la relacién:

Px/Py = exp (-Vo - F/RT) (1)

donde R, T y F tienen sus significados habituales.
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La Figura 6 muestra un registro tpico de potencial bii6nico medido de

acuerdo al método descrito anteriormente.

Cuando se mide el potencial generado entre sulfatos de potasio y de todos
los demds cationes alcalinos, se obtienen las razones de permeabilidad que

aparecen en la Tabla 2. La secuencia de selectividad es NH4 > Rb > K >
Cs > Na > Li.

Las secuencias de selectividad son diferentes si se determinan por
medidas de conductancia o de potenciales biiénicos. La discrepancia entre la
secuencia de selectividades medidas por los dos métodos y la dependencia de
las secuencias de selectividad con la concentracién i6nica son indicadores que
el mecanismo de transporte no es el de {ina simple electrodifusién (ver

Introduccién).
(El texto continda después de la Tabla 2)




35

membrana membrana
rota rota

0— 1‘—--J\----- o= ;.__.‘]’ L.r.

| o |
Membrana 1 Membrana 2

FIGURA 6
Registro del potencial biidnico en una membrana tratada con hemocianina.

Lado cis: KeSO4 50 mM; lado érams: LizSOs 50 mM. El potencial se midié
en el lado cis. Las puntas de flecha indican el momento en que la

cimara se conectaba al voltfmetro (ver: Métodos). La conductancia

de la membrana era mayor que 10% S a -50 mV.
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TABLA 2

Razones de permeabilidad medidas por potenciales biidnicos en membranas

tratadas con hemocianina.

La membrana se formaba separando una solucién 50 mM de K2SO4 en el
lado c#s de una solucién 50 mM del sulfato de cualquiera de los otros cationes
que aparecen en la Tabla. El potencial, (Vo), se midi6 como se describe
en Métodos. El potencial estd referido al lado czs y representa la media de al
menos 4 experimentos. El error standard de la media aparece entre paréntesis.

Las razones de permeabilidad, Px/Pk, se calcularon usando la ecuacién (1).

CATION Vo (mV) Px/Px
Li 24,9 (0,75) 0,35 (0,01)
Na - 5,1 (0,04) 0,81 (0,01)
Rb 1,1 (0,03) 1,05 (0,03)
Cs - 2,8 (0,08) 0,89 (0,08)

NHa 10,6 (0,23) 1,52 (0,08)
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Estimacién de las dimensiones del canal.

Las curvas de conductancia en funcién de la concentracién sugleren que
se trata de un canal que puede contener s6lo un i6n a la vez. Mds adelante,
desarrollaré un modelo para explicar la conduccién de iones en este canal y
tendr4 como punto de partida la suposicién que el canal acepata un solo i6n.
Se hace necesario entonces, estimar las dimensiones del canal, ya que un
canal que acepta un solo i6n tiene que ser pequefio porque una buena razén
para que no puedan coexistir dos iones o més es la repulsién electrostatica
producida por la cercanfa espacial. La estimacién de las dimensiones del

canal se llevé a cabo por medio de tres clases de medidas:

a) Determinando cual especie quimica, si la subunidad de hemocianina, de un
peso molecular de alrededor de 800.000 o el conglomerado formado por varias

subunidades, de un peso molecular superior a 10.000.000, es la que forma el

canal.

b) Estimando el radio del poro, por medidas de coeficientes de reflexiébn para

no-electrolitos y de conductancia a cationes organicos grandes.

¢) Estimando la longitud del canal por medidas de potenciales de flujo

generados por gradientes de noelectrolitos que no pasen por el canal.

La subunidad de hemocianina forma el canal.

El estado de agregacién de la hemocianina depende del pH del medio en

que se encuentra. A pH 7,0, se encuentra casi completamente asociada, en
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cambio a pH 8,5, se encuentra completamente disociada en subunidades (Van
Bruggen et al, 1962). Si se compara la habilidad de la hemocianina de formar
canales cuando ha sido pretratada a uno u otro pH, se podré establecer cual
de las dos especies moleculares forma el canal. La habilidad de la
hemocianina de formar canales i6nicos se determiné midiendo la tasa de

aumento de la conductancia de una bicapa después de agregar hemocianina.

El registro de un experimento tfpico disefiado para medir la rapidez de
incorporacién de hemocianina aparece en la Figura 7. La rapidez de aumento
de la corriente, dI/dt, se determiné de la pendiente de las rectas que unen
la corriente en cada pulso de 5 s de duraci6n. El valor de dl/dt se
relaciona con la rapidez de incorporacién de canales de la siguiente manera:
la formacién de un canal se puede considerar como una reaccién en que n
moléculas de hemocianina se unen (con una constante cinética, k) para formar
el canal; si el proceso es unidireccional, entonces la rapidez de formacitn

de canales, d(canales)/dt, estard dada por:

d(canales)/dt = k - [hemocianina]" (2)

Todos los canales tienen la misma conductancia, g. A voltage constante,

se puede escribir que:

di/dt = g - V - d(canales)/dt = g - V - k - [hemocianina]” (3)

Linearizando la ecuacién (3), tendremos:

log (dI/dt) = n - loglhemocianina] + log ( g - V - k ) (4}
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Al graficar el logaritmo de la rapidez con que aumenta la corriente en
funcién del logaritmo de la concentracién de hemocianina, se obtienen los
dos parametros que definen al proceso: n, el nimero de moléculas que
participan en la formacién de un canal, y k, la rapidez de incorporacién de
canales cuando la concentracién de hemocianina es unitaria. Hstos
experimentos se realizaron con soluciones de hemocianina preincubadas
durante 24 horas a pH 7 o a pH 8,5 y los resultados aparecen en la Figura 8.
De las rectas de regresién que mejor describen a los puntos experimentales
se obtiene el parametro n para los dos valores de pH probados y aparece en
la leyenda de la Figura. De los resultados se deduce que s6lo una molécula
participa en la formaci6n del canal, y que ésta serfa la subunidad, ya que
la hemocianina disociada  resulta mds activa en su capacidad de formar

canales.

(El texto continGa después de la Fig. 8)
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FIGURA 7

Rapides de incorporacién de hemocianina a bicapas.

El experimento se realizé en una bicapa de glicerolmonooleato/colesterol 1/1
(razén molar) en KCI 0,1 M, Tris-Cl 5 mM, pH 7. La hemocianina
(35 ug/ml), que fue incubada 24 hrs a pH 8,5, se agreg6 a los
tiempos que se indican por flechas y en los volimenes que all{ aparecen. La
corriente que circula a través de la membrana se mide aplicando pulsos de
10 mV y de 5 s, con una frecuencia de 1s™. El valor de dI/dt se
calculs de estos graficos trazando rectas que unieran  todos los valores
de corriente para cada concentracion de hemocianina probada y

determindndoles las pendientes.
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FIGURA 8

Efecto de la concentracion de hemocianina y del pH sobre la rapidez de

formacion de canales en bicapas de lipidos.

Los experimentos se realizaron como se describe en la Fig. 7, a pH 7,0.
’

4+

(e,m,A v): hemocianina preincubada a pH 8,5 durante 24 hrs; n = 1,4 = 0,14

(X,%,+,0): hemocianina preincubada a pH 7,0 durante 24 hrs; n = 1,2 * 0,09
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Medicién del dismetro del canal.

La estimacién del didmetro se llevé a cabo por dos métodos distintos:

1. Determinacién de la conductancia del canal usando cationes monovalentes

de diferentes tamafios.

La conductancia del canal cuando se usan cationes orgéanicos
monovalentes de diferentes tamafios fue determinada midiendo el tamafio de los
saltos de conductancia asociados con la incorporacién de canales y se
compar6 con la movilidad en agua de los cationes empleados. En la Tabla 3

hay un resumen de los resultados de tal estudio y muestra, ademds, el

radio de los cationes.

La columna 3 de la Tabla 3 muestra que la conductancia del canal, en
todas las soluciones de iones monovalentes probadas, no sigue la misma
secuencia que las movilidades de estos iones en agua: si asf fuera, todos
los valores de conductancia normalizada relativas al potasio debieran ser uno.
Adem4s, los cationes monovalentes orgénicos etanolamonio (CH,OH-NHs"},
tetrametilamonio ((CHs)4-N*) y Tris no se conducen a través del canal, ya
que su conductancia es cercana a cero. También se usé el i6n hidroxilamonio
(OH-NHs*), pero este i6n representa un caso especial porque es hidrolizado
a pH 7. Por esta razén, los experimentos con este i6n fueron hechos a pH 5.
La conductancia del canal es dependiente del pH, como fue demostrado por
Menestrina y Antolini, 1981, 'y por Bull y Cecchi (resultados no
publicados), de manera que la conductancia del canal en presencia de

hidroxilamonio a pH 5 fue comparada con la conductancia para el potasio al
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mismo pH. Los rtesultados obtenidos fueron 30 pS para el catién orgénico y
34 pS para el potasio, lo cual indica que el hidroxilamonio puede pasar a
través del canal. Como conclusién de estos resultados, se puede decir que
el dismetro del poro es tal que excluye al ién etanolamonio, de 0,24 nm de

radio, pero deja pasar al hidroxilamonio, de 0,2 nm de radio.

La dltima columna de la Tabla 3 muestra la conductancia del canal cuando
se agrega sulfato de potasio a la cdmara hasta una concentracién final de 50
mM después que la membrana ha sido tratada con hemocianina en presencia de
los cationes que se indican. Se observa que la conductancia aumenta, pero no
alcanza los valores que se obtienen cuando el potasio es el Unico cati6n
presente (ver el dltimo valor de conductancia de la columna 4). Esto indica
que los cationes grandes que, si bien no pueden pasar a través del canal,
actuan como bloqueadores de los iones que pueden pasar, probablemente porque
entran hasta cierto punto dentro del canal, donde quedan atascados.

(El texto continda después de la Tabla 3)
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TABLA 3
Conductancia del canal de hemocianina a vatios cationes monovalentes

Los valores de conductancia se determinaron en las sales de sulfato a
pH 7,0 (excepto para OH-NHs", ver el texto) y representan la media
y su error standard de al menos 10 determinaciones. Estan corregidos
por la conductancia en el buffer (Tris-Cl 5 mM). Los radios i6nicos para los
caliones alcalinos son de Robinson y Stokes, 1970 y los demds, se calcularon
de acuerdo a Edwards, 1970 . La tercera columna es la conductancia del canal
normalizada por la conductividad del ion en agua, relativa al potasio. La
conductividad en agua del amonio se sacé de Robinson y Stokes, 1970. Los
demds, fueron determinados en el Laboratorio del Dr. Luis Septlveda. La

Gltima columna muestra la conductancia del canal en presencia del i6n que se

indica mas K2SO4 25 mM (ver Texto).

CATION Radio Conductancia Conductancia Conductancia
i6nico del canal normalizada del canal
(nm) (pS) relativa a K (més K2S04)

NH4* 0,15 148,2 (2,4) 0,94

- OH-NHs"* 0,20 - 0,88

CH,OH-NH." 0,24 0,6 (0,1) 0,01 62,0 (2,8)

(CHs)4-N" 0,28 1,8 (0,2) 0,02 90,0 (2,0)

Tris 0,29 1,0 (0,1) 0,02 78,0 (4,2)

Nada 134,0 (4,2)
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9. Determinacién del didgmetro por medidas de potenciales de flujo.

Se utilizaron medidas de potenciales de flujo como un método
alternativo para estimar el didmetro del canal. El fundamento de este método
es el siguiente (Rosenberg y Finkelstein, 1978): si se establece una
diferencia de concentracién de un noelectrolitc a través de una bicapa de
Ifpidos, tal que el noelectrolitc no puede pasar a través de ella, habrd un
flujp de agua a través de la bicapa (que es permeable al agua). Si las
soluciones contienen concentraciones iguales de iones a ambos lados, el agua
que pasa diluye a los iones en las cercanfas de la membrana en el lado que
contiene al noelectrolito. Como la bicapa es impermeable a los iones, se
produce una diferencia de concentracién de iones permanente a través de la
bicapa. Si la bicapa se hace selectivamente permeable al catién, por
gjemplo, surgird una diferencia de potencial a través de la bicapa, de
acuerdc a la ecuacibn de Nernst, que llamaremos potencial de dilucién.

Este potencial se puede medir poniendo en el sistema un jonéforo selectivo

a catliones.

Cuando se incorpora un canal selectivo a cationes a la membrana,
ocurrirs, ademds, otro fen6meno: el agua pasard por el canal impulsada por
la diferencia de presi6én osmética, pero por el canal también pueden pasar
cationes, de modo que el flujo de agua los arrastrard, produciendo una
acumulacién de caliones en el lado que contiene al noelectrolito. Si el
sistema estd en condiciones de circuito abierto (es decir, conectado a un
voltfmetro de alta impedancia) no habrd posibilidades de movimiento de

cationes, y por lo tanto, de agua, a través de la membrana. El sistema estd

en equilibrio, produciéndose una diferencia de potencial eléctrico entre
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ambos compartimientos, que llamaremos potencial de flujo. Pero ni el agua ni
el catién estdn en equilibrio, sino m4s bien, una especie combinada de un
catién y N moléculas de agua: si suponemos que el canal acepta un solo i6n y
que el i6n y N moléculas de agua viajan en fila india dentro del canal, la
especie que estamos considerando seréd N(HQO)—K*, y en el equilibrio, el
potencial electroqufmico de ella serd igual a ambos lados de la membrana, de

acuerdo a la siguiente relacién:
N - pw(1) + u(1) = N - uw(2) + p.(2) (5)

en que uw es el potencial quimico por molécula de agua y u. es el potencial
electroqufmico del potasio. Desarrollando la  ecuacién (5) con las
expresiones correspondientes para el potencial qufmico del agua y el
potencial electroquimico del potasio, llegamos a la siguiente ecuacién para

el potencial de flujo (Vr):
Vr = N - (ns/nw) - (RT/F) (6)

en que ng y nw son el ndmero de moles de noelectrolito y de agua,
respectivamente, en el lado que contiene al noelectrolito y R, T y F tienen

sus significados habituales.

Si el noelectrolito puede pasar por el canal, entonces la especie
quimica que se mueve a través del canal ya no contiene el mismo nimero de
moléculas de agua, porque el noelectrolito ocupa un lugar dentro de él. Este
hecho hars4 que el potencial de flujo sea menor si se lo comparara con el que

produce un noelectrolito que no cabe en el canal. Si la permeabilidad al
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noelectrolito es mayor que al agua, entonces el potencial serd igual a cero.
Determinando potenciales de flujo se puede, entonces, determinar el tamafio

méximo que debe tener un noelectrolito para caber dentro del canal y con

ello, conocer las dimensiones del canal.

Cuando se mide la diferencia de potencial en presencia de un canal
selectivo, se estd midiendo la suma de ambos potenciales descritos més
arriba: el potencial de dilucién y el potencial de flujo. Hs necesario,
entonces, determinar separadamente el potencial de dilucién usando un
transportador de potasio, como valinomicina, y restarle el valor obtenido a

los potenciales medidos cuando la membrana contiene los canales.

El registro que se muestra en la Figura 9 es el resultado de un
experimento tipico de esta clase. La Fig. 9 A muestra el potencial medido en
una membrana tratada con hemocianina. El registro 9 B muestra el potencial
en presencia de valinomicina, Estos experimentos se repitieron para todos
los noelectrolitos que aparecen en la Tabla 4, en la cual se muestran los
potenciales generados normalizados para una gradiente osm6tica de |1
osmol/kg. Los potenciales de flujo para glucosa, urea y acetamida son
iguales, indicando que estos noelectrolitos no pasan a través del canal. Sin
embargo, el potencial producido por formamida es significativamente menor,
indicando que este no electrolito pasa a través del canal. Hste resultado
conduce a un radio de poro similar al estimado de las medidas de
conductancia y lo coloca por debajo de 0,24 nm ya que tanto el i6n

etanolamonio como la formamida caben dentro del canal.
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FIGURA 9

Registro de potenciales de flujo en una membrana tratada con hemocianina.

Lado cis: K2SO4 50 mM; lado frams: KiaSO4 50 mM + urea 1,3 M.
Las puntas de flecha indican los momentos en que la cdmara se conectaba al
voltfmetro (ver métodos). La conductancia de la membrana era mayor que
107 S a -50 mV.

A: con hemocianina en el lado ¢zs. B: con valinomicina en ambos lados.
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Potenciales de flujo producidos por gradientes osmoticas de noelectrolitos en

membranas tratadas con hemocianina.

Las membranas se formaron en las condiciones descritas en la leyenda

de la Fig. 9. La osmolaridad de las soluciones se midi6 al final de cada

experimento. Los potenciales se expresan por gradientes de 1 osmol/kg. Los

radios moleculares se calcularon por el método de Edwards, 1970. Los valores

son las medias aritméticas de,

al menos, cinco determinaciones y el error

standard de la media aparece entre paréntesis.

Noelectrolito Radio molecular Vhemoc. Vyal Vr

( nm ) (mV/{Osmol/kg})
Glucosa 0,33 2,07 (0,06} 0,89 (0,06) 1,18 (0,08)
Urea 0,24 1,62 (0,07) 0,38 (0,10) 1,24 (0,12)
Acetamida 0,24 -1,38 (0,07) -2,61 (0,21) 1,23 (0,22)
Formamida 0,21 0,52 (0,04) 0,36 (0,10) 0,16 (0,11)
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Longitud del canal.

Los potenciales de flujo pueden ser utilizados para estimar, ademds, la
longitud del canal. De acuerdo a la ecuacién (6}, cuya deduccién supone que
un i6n y N moléculas de agua viajan en "fila india" por el canal, el
potencial de flujo depende del nimero de moléculas de agua que quepan en el
canal. Cuando la solucién de noelectrolito es 1 osmolal y a temperatura

ambiente, la ecuacién (6) queda:
Ve =N - 0,46 (7)

Con el potencial de 1,2 mV obtenido para una solucién 1 osmolal de
glucosa y aplicando la ecuacién (7), resulta que 2,6 moléculas de agua
acompafian al potasio dentro del canal. Tres moléculas de agua y un i6n
potasio deshidratado dentro del canal en "fila india" dan un largo total de

alrededor de | nm.

Los resultados obtenidos para las estimaciones de didmetro y longitud
sefialan que el canal de hemocianina es corto y angosto, lo cual apoya, aunque

no demuestra, el postulado inicial que el canal acepta un solo i6n a la ves.

Curvas corriente voltaje.

Las corrientes de estado estacionario en membranas tratadas con
hemocianina no son 6hmicas y este fenémeno ha sido explicado por Latorre et
al, 1975, como el resultado de una distribucién dependiente del potencial de

los canales entre varios estados de conductancia. La relajacién de este
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proceso toma segundos y en la escala de los milisegundos esta redistribucién
entre diferentes estados no tiene tiempo de ocurrir. En estas condiciones, sin
embargo, la curva corriente-voltaje tampoco es lineal, como se observa en las
Figuras 10 y 11 para potasio y litio, a dos concentraciones diferentes, que

muestran curvas hechas en membranas con muchos canales.

En todos los casos, se observa que las corrientes son mucho mayores
cuando los iones se mueven desde el lado c¢zs hacia el lado frams que cuando
lo hacen en la otra direccién. Ademéds, a potenciales positivos la corriente
no crece linealmente y tiende a un plateau a medida que aumenta el
potencial. En cambio, a potenciales negativos, las curvas pueden ser
sublineales  (pendiente decreciente) o superlineales (pendiente creciente)

dependiendo de la concentracién y del i6n usados.

Cuando se hacen curvas i/V para todos los iones alcalinos, se obtienen
los resultados que aparecen el la Figura 12. En ella se ve que la forma de las
curvas es semejante para todos los iones, pero que las secuencias de
selectividad resultan ahora dependientes del potencial al cual se mida la
conductancia del canal: a potenciales negativos grandes es NH4 > Rb > K >
Cs > Na > Li y cambia a NH4 > Rb > Cs > K > Na > Li a potenciales
positivos grandes. Este cambio de las secuencias de selectividad con el
potencial eléctrico es otra indicaci6n que el mecanismo de conduccién de

lones no es simple electrodifusién.

(El texto continGa después de la Fig. 12)
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FIGURA 10

Curvas corriente voltaje instantineas para potasio.

A: K504 10 mM; B: K2SO4 500 mM. Antes de agregar la hemocianina, la
corriente capacitiva transitoria fue abolida como se describe en Métodos.
Cada punto representa un dato de corriente tomado 1 ms después de aplicado
el pulso. Cada curva comprende 250 puntos de corriente correspondientes a
potenciales entre = 250 mV a intervalos de 2 mV. El tiempo total del

experimento es menor que 10 s, lo cual asegura que el nimero de canales es

constante durante todo el experimento.
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FIGURA 11

Curvas corriente-voltaje instantaneas para litio.

Li2SO4 10 mM; B: Li2SO4 500 mM. Las curvas se hicieron como se indica

en la leyenda de la Fig. 10.
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FIGURA 12

Curvas corriente—voltaje del canal de hemocianina para todos los cationes

alcalinos.

Los experimentos se hicieron en la sal de sulfato 50 mM para todos los
cationes que se indican. Los datos de corriente se obtuvieron como se describe
en Métodos, y fueron reducidos a los 26 que aparecen en la Figura
promediando los valores de corriente en torno a los potenciales que se
indican y estdn normalizados por la corriente del canal a -50 mV, que se
determin6 en experimentos separados. Las lfneas continuas son el resultado

del ajuste del modelo de barreras. (Ver el texto).

A: K, (o) Rb, (a); Li, (m). B: NH4, (v); Cs, (0); Na, (X).
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Mediciones ripidas de corriente.

La no linearidad de las curvas corriente-voltaje puede explicarse de
dos maneras: invocando un cambio muy rapido en la estructura del canal
dependiente del potencial que resulte enm un cambio de su conductancia o
suponiendo que la estructura misma del canal es asimétrica de tal manera que
su conductancia varfa con el potencial. Una manera de aproximarse a resolver
entre estas dos posibilidades es medir las corrientes que pasan a través del
canal a tiempos muy cortos después de aplicado el potencial. El resultado de
tal experimento est4 en la Figura 13. Los registros de arriba de la Figura
13 A-C muestran la diferencia punto a punto de la corriente medida durante
pulsos de voltaje de 50, 100 y 175 mV de polaridad alternada (ver Métodos).
Los pulsos tenfan una duracién de 45 microsegundos y la corriente capacitiva
transitoria en los bordes inicial y final de los pulsos era compensada con
un circuito simulado de la misma capacidad y resistencia en serie de la
membrana. Se observa que la subida en el borde inicial del pulso es m4s
lenta que la bajada en el borde final ¥y que hay un retardo de la aparici6n
de la corriente diferencial después de aplicado el pulso. Una interpretacién
apresurada de esta observaci6n serfa que cuando recién se establece el pulso
en la membrana, las corrientes que circulan a través de ella son iguales
para los dos potenciales de distinta polaridad y que la rectificacién
aparece con cierto retardo en el tiempo. Sin embargo, es necesario tomar en
cuenta que la membrana puede representarse como un condensador que demora
en cargarse y por lo tanto, la diferencia de potencial aplicada no se
establece instantdneamente a través de ella. Por otro lado, las curvas
corriente voltaje de la Fig. 10 muestran que la rectificaci6n comienza

después de los 20 mV, por lo tanito es de esperar que durante el tiempo que
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el potencial efectivo en la membrana es inferior a 20 mV, no se observe
ninguna diferencia entre las corrientes positiva y negativa. Por dltimo, el
sistema de amplificacién de corriente tiene un determinado tiempo de
respuesta, distinto de cero, que también influye en la medicién temporal de
la corriente. Por todos estos motivos, se hizo un céleulo tebrico de la

corriente  diferencial, que aparece en los registros del centro, de la

siguiente manera:

1. Se calcula el curso temporal del potencial en la membrana utilizando la
capacidad y la resistencia en serie que se utilizaron en compensar la
corriente  capacitiva transitoria en el experimento que se muestra en el

registro de arriba.

2. Se calcula la corriente que pasa a través del canal en funcién del

potencial utilizando las curvas i/V de la Figura 10, obteniéndose el curso

temporal de la corriente.

3. Considerando que el amplificador de corriente tiene un tiempo de respuesta
de 1 microsegundo, se aplica la integral de convolucién al curso temporal de
la corriente obtenido en 2 y se obtienen los registros que aparecen en el
centro. Cuando se sobreponen los registros de arriba y del centro (registros
de abajo), no se observa ninguna diferencia, lo cual hace conclufr que no hay
una dependencia temporal de la rectificacién en la escala de tiempo usada en
este experimento. La rectificacién del canal medida en microsegundos es la
misma que la que se observa en las curvas i/V de las Figuras 10 y 11 que
fueron medidas en milisegundos. Hste resultado permite conclufr que la

rectificacién que aparece en las Figuras 10, 11 ¥ 12 no se debe a un cambio
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de la estructura del canal, sino méds bien a que la via de paso a los iones

presenta una estructura fija que es asimétrica.

La rectificacién instantdnea que se encuentra en el canal de hemocianina
indica nuevamente que el mecanismo de conduccién de iones a través de 6l no
puede ser una simple electrodifusién en un poro acuoso, ya que en ese tipo de
mecanismo la relacién corriente voltaje debe ser lineal cuando las soluciones
a ambos lados de la membrana son de la misma concentracién. Es necesario,
entonces, postular otro mecanismo para el transporte de iones en este canal,
que éxplique las curvas corriente voltaje instantdneas, y que, ademss, de
cuenta de la saturacién de la corriente con la concentracién de iones.

(El texto continGa después de la Fig. 13)
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FIGURA 13

Rectificacion instantinea.

Los registros de arriba son la diferencia punto a punto de la corriente
que pasa por el canal al aplicar pulsos de polaridad alternada de:
A: 250 mV; B: = 100 mV; C: £ 175 mV.
Al centro, esta misma diferencia pero calculada de un circuito equivalente a
la membrana, tomando en cuenta el tiempo que demora el potencial en
establecerse a través de la membrana, suponiendo una rectificacién como la
que aparece en la Fig. 10 y considerando el tiempo de respuesta del
amplificador de corriente que era de 1 us. Abajo, la superposicién de
las dos anteriores, que muestra que son iguales, indicando que la
rectificacién en la escala temporal usada aquf (us) es la misma que en

la escala de la Fig. 10 (ms).
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El modelo de tres barreras.

Un modelo que sefiala al canal como una serie de barreras de energfa que
separan sitios de ligamen para los iones puede dar cuenta de los hallazgos
descritos experimentalmente. En este modelo, que se muestra en la Figura 14,
los valores de energia libre del i6n en los valles (Gy y G2) y los de las
barreras (Ga, Gm y G¢) pueden ser afectados por el potencial aplicado, lo
cual puede explicar la no linearidad de las curvas corriente-voltage. La
existencia de sitios de ligamen explica inmediatamente que la conductancia
tienda a wun Ifmite al aumentar la concentracién de iones. Dy y D
representan la fraccién del potencial aplicado que sienten el sitio de
ligamen cercano al lado ¢zs y la barrera central, respectivamente. No
representan distancia espacial, ya que no se conoce la forma del campo

dentro del canal (Lauger, 1973).

El modelo elegido surge de la inspeccién de las curvas corriente-voltaje
de las Figuras 10 y 11. La corriente independiente del potencial en los
potenciales positivos y las regiones sublineales de la curva a potenciales
negativos cuando la concentracién i6nica es baja, sugieren que hay dos
barreras de entrada al canal, una por el lado ¢is y otra por el lado irans,
que no son afectadas por el potencial aplicado, es decir, estdn fuera del
campo eléctrico. Las regiones superlineales (es decir, las zonas de la curva
en que la pendiente aumenta con el potencial aplicado) sugieren que
existe una barrera central que si es afectada por el potencial eléctrico
aplicado. Estas tres barreras definen dos sitios de wuni6n que estarfan
localizados cerca de las bocas del canal por ambos lados, en los cuales la

energfa libre de los iones serfa menor que en las barreras.
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En el Apéndice estd la deduccién de las ecuaciones que describen la
corriente en funcién del potencial y de la concentracién i6nica en términos de
los pardmetros energéticos del modelo de tres barreras. Con estas ecuaciones,
se puede calcular la corriente en funcién del potencial y asf{ construfr curvas
corriente  voltaje teéricas. Los siete pardmetros que aparecen en estas
ecuaciones fueron estimados usando un método de ajuste no lineal que

comparaba estadisticamente las curvas teéricas con las experimentales.

El resultado tipico de dicho ajuste para las curvas corriente-voltaje en
sulfato de potasio entre 10 y 100 mM aparece en la Figura 15. Los puntos
corresponden a los valores experimentales y las curvas son el resultado del
ajuste, que dio los pardmetros que aparecen en la Tabla 5. Para obtener estos
pardmetros, el programa se dej6 primero en libertad de ajustar los siete
pardmetros que definen la funcién para cada concentracién probada. Luego, los
parametros de posicién, Di y D., se promegiiaron dando los valores de
Dy = 0,06 y D = 0,25, y se hizo un segundo ajuste, esta vez permitiendo
solamente que variaran los pardmetros de energfa. HEstos son los que aparecen
en la Tabla 5. Se observa que cuando este ajuste se realiza para varias
concentraciones de sulfato de potasio, algunos de los pardmetros varfan con la
concentracién, de manera que los valles de energfa son més "profundos" (G y
Gz, Tabla 5) y el pico central es m4s "bajo" (Gm, Tabla 5) a bajas

concentraciones de potasio.

(El texto continGa después de la Tabla 5)




61

FIGURA 14

El modelo de tres barreras.

Gi y Go representan las energfas del i6n en los valles 1 y 2
respectivamente. Ga, Gp y Gc reprsentan las energfas del i6n en las tres
barreras. ki y k-i son las constantes cinéticas para el movimiento de los
lones a través de las correspondientes barreras de energfa. Dy y Ds
representan las fracciones del potencial aplicado que sienten el valle 1 y la
barrera central, respectivamente. La energia del i6n en el lado cis es tomado

como referencia y es igual a cero. La energfa en el lado frams es modificada

por el potencial aplicado.
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FIGURA 15

Ajuste de las curvas corriente-voltaje del canal de hemocianina usando el

modelo de tres barreras.

Los  experimentos se realizaron en K2S04 a las
concentraciones que se indican. Los puntos son experimentales y se sacaron de
las curvas i/V instantdneas (ver métodos) promediando la corriente en un
entorno de 20 mV, en el rango completo de la curva (* 250 mV). Las
corrientes a cada potencial se normalizaron por la conductancia del canal
Gnico a -50 mV que fue determinada en experimentos separados. Las lfneas
continuas corresponden al ajuste con el modelo de tres barreras, y fueron

calculadas con los parametros que aparecen en la Tabla 5.

(®) 10 mM; (o) 20 mM; (A) 50 mM y (®) 100 mM.
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TABLA 5
Parimetros energéticos del modelo de tres barreras para potasio.

Los valores se obtuvieron por un método de ajuste no lineal aplicado a
los puntos que aparecen en la Fig. 15. Los valores de energfa
estdn dados en kecal/mol. D1 y D2 representan las fracciones del potencial
eléctrico en el sitio 1 y en la barrera central, respectivamente, y fueron

fijados en: Dy = 0,06; D2 = 0,25 (Ver el texto).

KaS04 Gy Go Ga G Ge
(mM) (kcal/mol)
10 -1,45 -0,85 3,46 4, 66 5,02
20 -1,42 -0,77 3,49 4,81 5,15
50 -1, 11 -0, 31 3,58 5,14 5,14

100 -0,80 -0, 11 3,44 5,39 5,40
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Los parimetros energéticos en funcion de la concentracién idnica.

Las bicapas hechas con mezclas de lipidos de frejol de soya tienen una
carga negativa en la superficie debido a que contienen fosfatidilserina (PS),
lfpido cargado negativamente. La carga superficial produce un potencial en la
superficie de la membrana que depende de la concentracién de cationes de la
solucién acuosa. Este potencial puede ser calculado usando las ecuaciones
descritas por Aveyard y Haydon, 1973, que relacionan el potencial generado en
la superficie con la fuerza i6nica de la solucién y la densidad de carga de la
membrana. Considerando que en el caso presente la membrana contenia 50 % de
Ifpidos de frejol de soya y que esta mezcla contiene un 30% de PS, esto da
una densidad de cargas negativas del orden de 0,2 nm 2. Cuando se calculan
los potenciales en la superficie para diferentes concentraciones de sulfato de
potasio empleadas, se observa que la variacién de los pardmetros Gi, Gz y
Gp es en la misma direccién del cambio del potencial de superficie. HEsto se
aprecia en la Figura 16. Para llegar a los valores de G’s que aparecen en la
Figura, primero se ejecuté el programa de ajuste dejando al computador en
libertad de cambiar los siete parametros del modelo. La simple observacién de
los resultados sugirié que solo Gy, G2 y Gp variaban de forma consistente
con la concentracién. Entonces, todos los deméds pardmetros (es decir, Ga,
Ge, Dy y D2} se promediaron para todas las concentraciones y se volvieron a
ajustar las curvas, esta vez poniendo los promedios como pardmetros fijos y
dejando al computador que variara solamente Gi, G2 y Gp. Los resultados de

este segundo ajuste son los que aparecen en la Fig. 16.

El descubrimiento de este efecto de la carga de superficie sobre algunos

parametros del modelo tiene dos consecuencias importantes: por una parte, en




65

los experimentos en que se varfe la concentracién i6nica de las soluciones
acuosas, se debe tomar en cuenta la influencia del potencial de superficie
sobre los parametros del modelo que se utilicen en la deduccién de las
ecuaciones teéricas. Por otra parte, el hecho que las barreras de acceso no
sean afectadas por el potencial de superficie lds sitda a una distancia mayor
que 2 radios de Debye de la membrana (ver Discusi6n).

(El texto continda después de la Fig. 16)
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FIGURA 16

Efecto de la carga de superficie de la bicapa sobre los parimetros del modelo

del canal de hemocianina.

Los valores de Gi, G2 y G que aparecen en la Tabla 5 se graficaron en
funcién del potencial de superficie de la membrana, (Vs), que se calculs
de acuerdo a Aveyard y Haydon, 1973. Los puntos son los pardmetros
obtenidos del ajuste no lineal y las Ifneas son las rectas de regresi6n que
mejor los describen. Hstas son:

Gy =-0,30 - 1,19 - Vg
Gz = 0,587 - 1,43 - Vs
G = 6,01 - 1,33 - Vg




67

Curvas corriente—voliaje para todos los cationes alealinos.

Bl modelo propuesto serd utilizado para explicar las caracteristicas de
selectividad del canal expuestas anteriormente. Por este motivo, se
utilizaron las curvas corriente-voltaje mostradas en Ia Fig. 12 vpara
encontrar los pardmetros del modelo de tres barreras para todos los ion(;s
alcalinos. Para ajustar las curvas experimentales y las te6ricas, se hicieron
ajustes preliminares en que se dej§ al computador en libertad de cambiar los
siete pardmetros que definen al modelo. Como resultado de este primer ajuste,
resultaron conjuntos de los siete pardmetros para todos los iones estudiados.
En seguida, se sac6 el promedio aritmético de los pardmetros de posicién y se
le dio este promedio como pardmetro fijo al pregrama para realizar un segundo
ajuste de los pardmetros energéticos. El resultado de este segundo ajuste dio
los pardmetros que aparecen en la Tabla 6. Con estos parametros se calcularon
las curvas que aparecen como lineas continuas en la Figura 12. Se puede

concluir que el modelo reproduce las variaciones de selectividad del canal con

el potencial aplicado.

Los datos de la Tabla 6 muestran que la secuencia de las energfas de

unién de los iones a ambos sitios del canal es : Li > Na > K > Rb > Cs.

Para las barreras, se obtuvieron las siguientes secuencias: Ga: Li >
Na = K > Rb > NHy > Cs; Gg: Na > K > NH¢ > Rb > Cs > Li
Yy Ge: NH4>Rb> Cs> =K > Na> Li.
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TABLA 6

Parametros de energia del modelo de tres barreras para el canal de

y

hemocianina.

Las curvas i/V hechas en las condiciones que se describen en la leyenda
de la Fig. 12 se usaron para encontrar los pardmetros del modelo de tres
barreras como se describe en el texto. Los pardmetros Dy y D. fueron fijados
en 0,15 y 0,34, respectivamente. Los valores se expresan en kecal/mol ¥

representan el valor central y su desviacién standard.

CATION G Qs Ga Gn Ge
Li -2,01 % 0,04 -0,94 + 0,08 2,80 * 0,12 5,65 = 0,03 5,76 = 0,06
Na  -1,69 = 0,04 -0,50 = 0,03 3,77+ 0,05 5,05% 0,04 5,56 = 0,02
K 1,26 = 0,02 -0,41 * 0,01 3,63 = 0,02 5,11 = 0,01 5,38 = 0,09
Rb  -1,04 0,08 -0,82 % 0,02 3,88=0,02 532 0,00 5,09 = 0,01
Cs 0,99 = 0,07 1,09%0,09 4,39+ 0,05 561+ 0,05 5,38 = 0,02
NHe -1,81%0,02 -0,22 = 0,01 3,91 % 0,02 524 0,02 4,96 = 0,05
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Pruebas del modelo de tres barreras.

Los resultados presentados hasta aqui prueban que el modelo de tres
barreras es capaz de explicar satisfactoriamente el comportamiento de la
corriente en funciébn del potencial para todos los iones alcalinos. Para
aceptar la hipbtesis que este modelo representa el mecanismo de transporte de
iones a través del canal de hemocianina, es necesario hacer predicciones que
se comprueben experimentalmente en forma independiente de las observaciones
que sirvieron para plantear el modelo. Si el modelo es validado de esta
manera, serd posible utilizar los valores de energfa para los iones en el
interior del canal como una explicacién posible de la selectividad del canal,
que depende tanto de la concentracién de iones como del potencial aplicado.
Por otra parte, las secuencias de energfa de uni6n entre los iones y los

sitios pueden ser indicadores de la naturaleza fisicoquimica de los sitios de

union del canal.

1. Prediccién de la curva corriente-voltaje en una membrana sin carga de

superficie.

Las rectas que aparecen en la Figura 16 relacionan el valor que toman
los pardmetros Gi, G2 y Gp con el potencial en la superficie de la membrana.
De dichas lfneas se pueden predecir de los pardmetros en una membrana sin
carga. En la Figura 17 se encuentran los valores experimentales de la curva
i/V en sulfato de potasio en una membrana de fosfatidiletanolamina, que es
neutro al pH de los experimentos. La lfnea contfnua es la curva te6rica
calculada usando el modelo de tres barreras. Considerando que en este caso no

se permitieron nuevos ajustes, la correspondencia entre los valores
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experimentales y tebricos es buena y permite conclufr que el modelo es capaz
de predecir las diferencias de la relacién conductancia-potencial entre
membranas cargadas y neutras. La razén por la cual todos los experimentos se
realizaron en una membrana cargada fue que la incorporacién de la hemocianina
en membranas sin carga es muy lenta y diffcil, y muy a menudo la membrana
se rompfa antes de haber incorporado un ndimero suficiente de canales como
para hacer las curvas corriente-voltaje.

(El texto continda después de la Fig. 17)
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Relacion corriente voltaje en el canal de hemocianina incorporado en una

membrana sin carga de superficie.

Los experimentos se realizaron en sulfato de potasic 50 mM, Tris-Cl
5 mM, pH 7. Curva A: membrana de lipidos de frejol de soya/colesterol 1/1
(cargada negativamente). Curva B: membrana de fosfatidiletanolamina
(superficie neutra). Las curvas fueron calculadas usando directamente los
parametros del modelo para la curva A, y para la curva B, evaluando los
pardmetros Gy, G2 y Gp de la Figura 16 para potencial de

superficie igual a cero.
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2. Prediccién de la relacién entre conductancia y concentracién.

Otra prueba independiente del modelo es la prediccién de las curvas
conductancia-concentracién. Para ello, se calcula la corriente de acuerdo a
las ecuaciones del Apéndice 1, para todas las concentraciones usadas a
Apotencial constante (-50 mV). HEs necesario notar que en este calculo debe
incluirse el efecto de la variacién del potencial de superficie sobre tres
pardmetros del modelo. Esto se llevé a cabo usando la dependencia entre estos
pardmetros y el potencial de superficie descrito en la Figura 16. Conociendo
el valor de cada pardmetro a una concentracién dada (50 mM) y dadas las
rectas de regresién que aparecen en la leyenda de la Figura 16, se puede
estimar el valor que tomardn los parametros a cualquier concentracion.
Como resultado del célculo, se obtienen las curvas sé6lidas que aparecen
en la Figura 18, en la cual se han repetido los valores experimentales de
la Higura 4. Nuevamente se obtiene una buena correspondencia entre los
valores experimentales y los predichos por el modelo, considerando que no

se permitieron nuevos ajustes.

(El texto continda despdes de la Fig. 18)
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FIGURA 18
Relacion conductancia—concentracion en el canal de hemocianina.

Los puntos son los resultados experimentales de la medicién de la
conductancia del canal Gnico en las condiciones descritas en la Fig. 5. Las
curvas se calcularon con los pardmetros del modelo de tres barreras que
aparecen en la Tabla 6, considerando el efecto de la carga superficial de

acuerdo a la Fig. 16, y utilizando las ecuaciones que se describen en el
Apéndice.
Li, (@); Na, (X); K, (e); Rb, (4); Cs, (0 ); NHy (v).
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3. Reproduccién de los potenciales biiénicos.

Los potenciales biiénicos generados cuando una membrana tratada con
hemocianina separa dos soluciones que contienen cationes alcalinos a la misma
concentracién pueden ser calculados de acuerdo al modelo de tres barreras,
segin se describe en el Apendice . KEn sintesis, el calculo consiste en
evaluar la corriente que circula a través del canal a diferentes potenciales
cuando los iones a ambos lados de la membrana son diferentes e interpolar el
valor del potencial cuando la corriente que circula es cero. Este potencial se
us6 para calcular las razones de permeabilidad de acuerdo a la ecuacion (1).
El célculo de estas razones dio como resultado los valores que aparecen en
la Tabla 7, columna 2. Los valores experimentales (columna 1) son los mismos
que aparecen en la Tabla 2 y se han repetido en esta Tabla para comparacién.
Nuevamente se obtienen valores teéricos del modelo de tres barreras que

estdn de acuerdo con los experimentales, por lo que este cdlculo es un apoyo

adicional al modelo.

Cuando la membrana separa dos soluciones del mismo o diferente 16n
pero a concentraciones diferentes, también surge un potencial eléctrico a
través de ella. Cuando estos potenciales se calculan para condiciones en
las cuales la membrana separa sulfato de potasio a concentracién constante
a un lado de soluciones de concentraciones variables de sulfato de potasio
o de litio en el otro, se obtienen las curvas solidas de la Figura 19. Las

curvas obtenidas describen bien los valores experimentales.
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TABLA 7

Razones de permeabilidad entre cationes alcalinos y potasio en el canal de

hemocianina.

Las razones experimentales son las mismas que aparecen en la Tabla 2.
Las razones de permeabilidad deducidas del modelo de tres barreras
fueron calculadas como se describe en el Apéndice. El valor de dispersién
que aparece entre paréntesis corresponde a la variacién que se obtenfa en el
cadlculo de la razén de permeabilidades al usar los valores centrales de los
pardmetros del modelo m4s y menos una desviacion standard. Los valores

experimentales son la media aritmética y el error standard de, al menos, tres

determinaciones.
CATION Px/Pk (exp) Px/Px (modelo)
Li 0,35 (0,01) 0,51 (0,08)
Na 0,81 (0,01) 0,82 (0,13)
Rb 1,05 (0,03) 1,16  (0,13)
Cs 0,89 (0,03) 0,77 (0,12)

NH4 1,52 (0,08) 1,30 (0,16}
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FIGURA 19

Potenciales biidnicos en membranas tratadas con hemocianina que

separan soluciones de sullato de potasio y de litio.

Lado cis: KaS04 14,3 mM; lado #rams: K2504 (@) o

Li2SO4 (0) a las concentraciones que aparecen en la abcisa. Los puntos son

experimentales y las lfneas son las calculadas de acuerdo al modelo.
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4. Prediccién de fenémenos de inhibicidén: competencia potasio-litio.

El litio es el i6n que pasa menos a través del canal de hemocianina,
pero su conductancia es diferente de cero. HEs posible predecir, en términos
del modelo de conduccién propuesto, que el litio actde como un inhibidor
competitivo, ya que tiene una gran afinidad por los sitios del canal, pero

atraviesa el canal con mucha dificultad.

Cuando se mide la conductancia del canal en mezclas de potasio y litio,
se obtienen los resultados que aparecen en la Figura 20. Se observa que
efectivamente la corriente que pasa por el canal es menor a medida que
aumenta la concentracién de litio, y el efecto inhibitorio del litio es menor

a medida que aumenta la concentracién de potasio, como si efectivamente

ambos iones estuviesen compitiendo.

Sin embargo, el efecto esperado no es exactamente comparable a un tfpico

inhibidor competitivo por dos razones:

1. Bl litio es transportando a través del canal, aunque a una velocidad mucho
menor que el potasio. HEsto significa que su efecto inhibitorio va a
ser menor que si no pasara por el canal, ya que también contribuye a llevar

iones a través del canal.

2. La presencia del litio hace disminufr el potencial en la superficie de la
membrana, si se compara con el caso en que el potasio estd solo, lo cual
aumenta la conductancia del canal porque disminuye la energia del ligamen a

los sitios (Gi y G2 se hacen menos "profundos") sin modificar las barreras de
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acceso. Bsto hace que aumente la velocidad de salida de los iones desde el

canal a las fases acuosas.

El modelo deberfa ser capaz de predecir los valores de conductancia del
canal en mezclas de potasio y de litio a diferentes concentraciones. Para
evaluar estas corrientes, se procede como se explica en el Apéndice. En
resumen, el célculo consiste en considerar ahora que el canal puede
encontrarse en uno de cinco estados diferentes; vacfo , con potasio en el
sitio 1, con potasio en el sitio 2, con litio en el sitio 1 o con litio en
el sitio 2. Primero se calculan las probabilidades de los estados de un i6n
independientes del otro para cada estado y luego se combinan para obtener las
probabilidades finales. Por ejemplo, la probabilidad del potasio de estar en
el sitio 1 sera la probabilidad de encontrarse alll si no hublera litio
multiplicada por la probabilidad que el litio no esté en ese sitio. Las
Ifneas s6lidas son el resultado del célculo usando los pardmetros del modelo
y considerando la variacién del potencial superficial con la concentracién
i6nica. Nuevamente, el modelo da cuenta satisfactoriamente de los resultados

experimentales.

(Bl texto continda después de la Fig. 20)
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FIGURA 20

Competencia entre potasio y litio en el canal de hemocianina.

Los puntos son los valores experimentales de la conductancia del canal

Gnico en soluciones de K2SO4 25 mM (X}, 50 mM (m} 6 100 mM (®) mé4s
las concentraciones de litio que aparecen en la abcisa. Las lfneas son
calculadas con el modelo de tres barreras, usando los pardmetros del

potasio y el litio y considerando el efecto de la carga de superficie, como

se describe en el Texto y en el Apéndice .
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Resumen de resultados.

El canal de hemocianina se comporta como una enzima de membrana a
través de la cual pasan cationes monovalentes. El mecanismo de transporte no
es el de una simple difusién a través de un poro lleno de agua, y queda bien
descrito por un modelo en el cual se consideran dos sitios de unién para los
iones separados de las fases acuosas y entre si por barreras de energfa. Las
ecuaciones de flujo predichas por este modelo asf como también los potenciales
que se generan a través de la membrana en diversas circunstancias y los
fen6menos de competencia i6nica dentro del canal describen bien lo encontrado
experimentalmente. La validacién experimental del modelo permite sacar
conclusiones de los valores de energfa encontradds para los iones alcalinos
dentro del canal, y discutir cémo las secuencias de energfa encontradas para
los iones en los sitios de unién del canal pueden dar alguna indicacién de la

estructura de los grupos involucrados en el ligamen.
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DISCUSION

La hemocianina como un canal asimétrico.

Cuando se descubri6 que la hemocianina formaba canales i6nicos en
bicapas y que las curvas corriente-voltaje en estado estacionario eran no-
lineales, la primera explicaciébn que surgié fue suponer un cambio de la
conductancia asociada a un cambio de estructura del canal en respuesta al
potencial. Es decir, suponer una "compuerta" (gate) cuyo estado depende del
potencial  aplicado.  Efectivamente, cuando se aplicaban  potenciales
positivos en el lado frams, el canal fluctuaba  entre varios estados de
conductancia, pero la corriente ‘instant4nea" que pasaba a través de la
membrana parecfa ser siempre menor para potenciales positivos que negativos
de la misma magnitud. En un trabajo de Latorre ef af, 1975, pareci6
resolverse el problema: cuando estos autores extrapolaban la corriente a
tiempo cero en un sistema répido de registro de corriente, las curvas a + y
- 50 mV parecfan extrapolar al mismo punto, indicando que el canal tenfa un

estado abierto de muy "corta vida", pero esencialmente &hmico.

Paralelamente, Alvarez et al (1977) describieron que la conductancia
del canal abierto era una funcién saturante de la concentracién i6nica: esto
los hizo postular un modelo "michaeliano" para el canal: tenfa un sitio al
cual se ligaban especificamente los iones y cambiando los valores de las

constantes de disociacién con este sitio pudieron explicar que la
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conductancia en potasio fuese 5 veces mayor que en litio.

Estas dos observaciones juntas son un poco contradictorias: por un lado,
un canal que presenta un comportamiento "Shmico" cumple con los requisitos
para ser considerado un "poro acuoso", es decir, el mecanismo de transporte es
como una difusién acuosa. Sin embargo, la conductancia medida en litio es
alrededor de un 40% de la que se deberfa encontrar si es que los iones se
estuvieran moviendo por difusién. Por otro lado, explicar la saturacién de
la conductancia con la . concentraciébn i6émica y la selectividad K-Li

suponiendo un sitio de ligamen es imposible de reconciliar con la idea de un

pOIo acuoso.

Debido a esto, decidimos revisar los experimentos de registro rapido de
corriente, sobretodo porque en los experimentos desciitos por Latorre ef a/,
1975, la  enorme corriente  capacitiva  transitoria que  sigue  al
establecimiento del pulso no habfa sido compensada por medio alguno, de modo
que el amplificador de corriente permanecfa saturado mucho rato (1-2 ms)
des;;ués de aplicado el pulso y la extrapolaciébn a tiempo cero se hacfa

tomando en cuenta los datos de corriente que daba el amplificador cuando

recién "volvia" de su estado saturado.

Los resultados presentados en este trabajo muestran que la hemocianina se
comporta como un rectificador instantdneo, ya que las corrientes a potenciales
positivos son menores desde tiempos tan tempranos como 1 us que las
corrientes  producidas por potenciales negativos de la misma magnitud
(Fig. 13). Este resultado permite conclufr que las curvas corriente voltaje

de las Figs. 10, 11 y 12, hechas en la ‘escala de los ms, realmente
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reflejan que la relacién entre la corriente y el vollaje no es lineal
porque el mecanismo de transporte es diferente que una electrodifusién y
no porque la estructura del canal cambie en respuesta al potencial; en
esta  dltima posibilidad, se necesita tilempo para que el cambio
configuracional pueda producirse. Los tiempos que se describen para este
tipo de procesos en otros canales son del orden de los ms (Latorre ef af,
1982; Labarca ef a/, 1980; Miller, 1978; Hanke y Miller, 1983; Boheim
et al, 1981), y en esta escala temporal, el canal de hemocianina ya

presenta una clara rectificacién, sin que se observen fluctuaciones

discretas de la conductancia.
La hemocianina como una enzima de transporte.

El intento que mencioné antes de explicar la saturacién de la curva
corriente vs concentracién i6nica y la selectividad al potasio sobre la base
de un modelo que contemple sitios de unién a los iones fue capaz de explicar
satisfactoriamente = ambas  observaciones  (Latorre 2f a4/, 1975).
En términos de barreras de energfa y sitios de ligdmen, ese modelo puede
esquematizarse como aparece en la Figura 21. Existe un sitio de unién
separado de las soluciones por dos barreras energéticas que pueden o no ser
iguales. En el tratamiento michaeliano cldsico, se considera que la etapa
limitante es la ‘"salida" del producto, es decir, el salto a través de la
barrera Gp. Con este modelo, la velocidad inicial de la reaccién,

cuando la concentraciéon del producto tiende a cero, est4d dada por la

ecuacion de Michaelis-Menten.

Este modelo simple para el paso de un i6n desde un lado a otro de una
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membrana, no puede, sin embargo, dar cuenta del comportamiento de la
corriente en funcién del potencial eléctrico en el canal de hemocianina. La
gran diferencia entre las corrientes a potenciales positivos y negativos
mayores de 50 mV podrfan explicarse suponiendo que las barreras de acceso
que separan al sitio de las soluciones externas (Ga y Ge en la
Fig. 21 B) son diferentes. Sin embargo, la forma de la curva i/V, que es
superlineal a potenciales negativos altos y altas concentraciones i6nicas,
sublineal en todo rango de concentracién a potenciales positivos altos y
tiende a hacerse sublineal a potenciales negativos a bajas concentraciones,
requiere, ademés, que la rapidez con que pasan los lones a través de alguna
de las barreras sea dependiente del potencial aplicado. Introducir
al campo cualquiera de las barreras del modelo de la Fig. 21, implica que la
corriente que ‘"entra" por el lado de la barrera variable siempre va a
ser superlineal con respecto al voltaje porque la barrera bajarfa con el
potencial aplicado. Eso no podrfa explicar que a potenciales negativos, la
curva sea sublineal o superlineal dependiendo de ia concentracién i6nica.

(El texto continda después de la Fig. 21)
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FIGURA 21

Esquema de un perfil de energia con un sitio de ligamen y dos barreras de

-

energia.
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Esta complejidad de la curva i/V puede explicarse introduciendo una
complicacién al modelo de la Fig. 21: ademéds de las dos barreras de acceso,
que son independientes del potencial y pueden dar cuenta de las curvas
i/V saturantes, hay una barrera dentro del canal en la zona donde cae el
potencial aplicado y que, por lo tanto, varfa con el vqltaje. El esquema de un
modelo de este tipo se encuentra en la Figura 22 A. Los tamafios relativos
entre las barreras de acceso y la barrera central se pueden ajustar de tal
manera que, a concentraciones bajas, la etapa limitante sea la entrada,
generando curvas i/V saturantes (Fig. 22 B) y a concentraciones altas, la
etapa limitante sea la pasada a través de la barrera central que disminuye con
el potencial, generando curvas i/V superlineales (Fig. 22 C). Si las barreras
de acceso de un lado y otro son diferentes, se obtiene asimetrfa en la curva
i/V: si una barrera de acceso es mucho méas alta que la central, aun a altas
concentraciones la etapa limitante serd la entrada del i6n a través de la

barrera invariante, produciendo saturacién de la corriente.

La aparicién de la barrera central variable con el potencial, define
automaticamente dos sitios de unién separados, que pueden o no ser sensibles
al potencial aplicado. La fraccién del potencial que sienten los sitios y la
barrera central es determinada con el ajuste de las curvas i/V. En el caso del
modelo postulado para el canal de hemocianina, se observa de los resultados
que aparecen en la Tabla 6, que la barrera central siente alrededor de un 35%
del potencial aplicado, el sitio 1, sélo el 15 % y el sitio 2 estd fuera de la
zona donde cae el potencial. Aun cuando las fracciones del potencial que
sienten los sitios y barreras no significan distancia espacial, ya que en el
desarrollo del modelo no se hace en ningin momento la suposicién del campo

constante (de acuerdo a Hille, 1975), el hecho que un sitio sea insensible al
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potencial aplicado y el otro lo sea s6lo débilmente, sugiere que estan
localizados en alguna zona cercana a las bocas del canal, una "antesala" del
canal que no presenta una alta resistencia eléctrica.

(El texto continda después de la Fig. 22).




a baja concentracion a alta concentracioén

FIGURA 22

Esquema de un modelo de barreras para el paso de un i6n a través de un canal

que contiene dos sitios de ligamen separados por una barrera central.
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Conductancia y permeabilidad en canales descritos por modelos de

barreras.

En la Figura 23 aparece el esquema general de un modelo de sitios y
barreras para un canal. La funcién que relaciona la conductancia con la
concentracién de iones en un canal que acepta un solo 16n, de acuerdo a

este modelo, est4 dada por (Lauger, 1973):

3 - gn
g, = (8)

Kos + a

en que a es la concentracién de iones en la solucién, gm es la conductancia

maxima ¥ Kos es la concentracién i6mnica a la cual se obtiene la mitad de

Bm.

Las funciones que relacionan a las constantes, Kos y gm, con las
energfas de los iones en las barreras y en los sitios, estdn descritas por

las relaciones:
Kos a % exp (-wi/RT) (9

¥ exp (-pi/RT)

gm (10)
I exp (-wi/RT)

en que wi son las energfas del i6n en los sitios de unién y pi, las energfas

del i6n en las barreras y R y T tienen sus significados habituales.
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De estas relaciones, se desprenden las siguientes conclusiones:

1. La conductancia alcanza un valor méximo con la concentracién i6nica

(saturacién).

2. La conductancia depende tanto de la energfa de unién a los sitios como de

la energfa en las barreras de activacién.

3. La constante Kos depende s6lo de la energfa de ligamen con los sitios.

La razén de permeabilidades, Px/Py, definida por la ecuacién (1)}, se
relaciona con las energfas del i6n en el canal de acuerdo a la siguiente

expresion:

exp (-pox/RT(1 + Zexp ({pir - pov)/RT)
PylPy = (11)
exp (-poy/RT(1 + Zexp ({pix - pox)/RT)

en que X e Y representan a dos iones diferentes que se encuentran a uno y
otro lado de la membrana, po representa la energfa en las barreras de acceso
al canal y pi, la energfa en las barreras internas. Esta relacién indica que
la razén de permeabilidades es independiente de la energia de ligamen de los
iones a los sitios. Por esta razén, estos modelos pueden explicar secuencias
de selectividad diferentes si se miden razones de conductancia o de
permeabilidad.

Si hacemos la suposicién que, dentro de un canal que acepta un solo
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i6n, los valores de pi para dos iones diferentes, X e Y, difieren todos en

la misma magnitud al comparar las diferentes barreras, es decir, se cumple

la relacién:

(pivy - pix)/RT = Ap/RT = cte (12)

entonces, la ecuacién (11) se transforma en:

Py/Px = exp (-ap)/RT (13)

Combinando las ecuaciones (9), (10} y (18), se obtiene la relaci6n:

(gny/Enx) + (Kosx/Kosy) - (Px/Py) =1 (14)

La ecuacién (14) describe, entonces, una condicién que deberfan cumplir
aquellos canales que aceptan un solo 16n y en los cuales, ademds, la
diferencia de energfas de activacion entre dos iones es constante en todas
las barreras. Esta propiedad ha sido usada como "diagnéstico” para canales
que cumplen ambas condiciones. Si se observan los valores de energfa en las
barreras para todos los cationes alcalinos en el canal de hemocianina, que
aparecen en la Tabla 6, se puede apreciar que Ap no es constante cuando se
comparan los diferentes cationes con el potasio. Esta observacién permite
esperar que en este caso, no aplique la ecuacién (14). Cuando se calcula la
relaciébn con los valores experimentales, se obtienen los valores que
aparecen en la Tabla 8, todos muy cercanos a uno, contrariamente a lo
esperado. Este resultado sugiere que el valor diagnéstico de la relacién

(14) es limitado, ya que para canales tan poco selectivos como el de
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hemocianina, en que todas las razones que contribuyen a la relacién (14) son
cercanas a uno, no es diffcil imaginar que el producto de ellas sea uno. La

sensibilidad de este método de diagnéstico es muy pobre.

(El texto continGa después de la Tabla 8).
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FIGURA 23
Esquema general de un modelo de sitios de ligamen y barreras en serie

Bl esquema representa las energias del i6n en el canal cuando el
potencial aplicado es igual a cero. Los valores de pi ¥y wi representan las
energfas del i6n en las barreras y los sitios, respectivamente. Los valores
de energfa cambian cuando se aplica una diferencia de potencial, Vm, 2
través de la membrana, dependiendo de la fraccién Di del potencial que

exista en cada sitio o barrera.
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TABLA 8

Relacién entre razones de conductancia, permeabilidad y constantes de

disociacion para los cationes alcalinos en el canal de hemocianina.

Los valores representan la media aritmética y su error standard.

CATION (2O (gux/guk) - (Kosk/Kosx) - (Px/Px)}
Li 1,30 0,51
Na 0,99 = 0,17
Rb 0,94 * 0,16
Cs 1,05 % 0,17
NH. 1,03 % 0,14
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La contribucién del potencial de superficie.

La carga negativa que tiene la fosfatidilserina que estd contenida en los
Ifpidos de frejol de soya produce un potencial -eléctrico negativo en la
solucién acuosa que estd inmediatamente adyacente a la bicapa, comparado con
un potencial cero en el seno de la solucién. En términos de la teorfa de la
doble capa difusa (Guy, 1910; Chapman, 1913}, la magnitud del potencial de
superficie depende de la concentracién i6nica de la solucién y de la densidad
de cargas de la membrana y disminuye a medida que aumenta la distancia a la

membrana de una manera exponencial, si la magnitud del potencial no es muy

grande:
v(x) = ¥(0) exp(-« - x) (15)

en que ¥(x) es el potencial en la solucién a una distancia x de la membrana,
¥(0) es el potencial en la solucién que est4 inmediatamente adyacente
a la membrana y « es la constante de la exponencial. La distancia a la
cual el potencial decae a 1/e veces su valor en la superficie es el largo de
Debye, 1/x, que depende de la concentracién i6nica de la solucién de acuerdo a

la siguiente relaci6n:
1/ = (erk-T/4n-N Zcizieo?)? (16)

en que & es la constante dieléctrica de la solucién, k es la constante de
Boltzman, T la temperatura absoluta, e la carga electrénica, N el nGmero de
Avogadro, ci, la concentracién de los iones en la solucién y z la valencia

del i6n i.
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Aplicando la ecuacién {8} a las conceniraciones de K2SO4 utilizadas en
los experimentos de la Figura 15, se oblienen las distancias de Debye que

aparecen en la Tabla 9.

La presencia de grupos cargados negativamente en los lfpidos que
forman una bicapa produce un aumento de la conductancia a cationes mediada
por transportadores como nonactina ¥y valinomicina (McLaughlin, 1977} y
también aumentan la conductancia del canal de gramicidina, selectivo a
cationes (Apell ef a/, 1977). EHstos resultados se explican por el aumento
local de la concentracién de cationes que se produce como resultado de la

existencia del potencial de superficie.

Sin embargo, en el caso del canal de .hemocianina, se observa
que la conductancia es menor en una membrana cargada que en una sin carga,
como se apreciza en la Fig. 17, donde la conductancia del canal en membranas

hechas de PE es mayor que en membranas que contienen PS, sobretodo a

potenciales negativos altos.

Esta aparente paradoja se puede explicar en términos del modelo de
barreras propuesto para este canal: si el potencial de superficie disminuye
la energfa de los iones en los sitios y en la barrera central y no en las
barreras de acceso, en una membrana cargada serd mé4s diffcil para el i6n
salir del canal porque el valle ser4 mids profundo y la barrera de salida
igual a la de una membrang, neutra. HEs decir, la co.rriente que pasa a iravés
de la membrana neutra serd mayor. A potenciales bajos, cercanos a cero, la
etapa limitante del transporte es el paso a través de la barrera central.

Esta etapa no es muy afectada por el potencial de superficie porque tanto
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las energias en los valles como en la barrera central varfan m4s o menos lo
mismo con el potencial de superficie. En otras palabras, los valores de
ko y k-2 (Fig. 14, Apendice) no son muy afectados por el potencial de
superficie. En cambio, a potenciales muy altos, la entrada o la salida se
hacen limitantes y es en esas etapas donde el potencial de superficie tiene
el mayor efecto, al variar diferencialmente las energias del i6n en el sitio
y en las barreras de acceso, Hsto explica por que la diferencia de

conductancia entre una membrana cargada y otra neuira se hace evidente sélo

a potenciales aplicados grandes.

La pregunta que sigue es: jpor qué el potencial de superficie no se
siente en las barreras de acceso? La respuesta a esta pregunta podrfa
encontrarse en las observaciones al microscopio electrénico de la
hemocianina asoclada a bicapas hechas por Mclntosh ef a4/, 1980. Estos
autores encontraron que la hemocia.nina es capaz de formar estructuras
asociadas a bicapas de lfpidos que sobresalen entre 2.5 y 4.5 nm de la
superficie de la membrana. Si comparamos estas distancias con las distancias
de Debye que aparecen en la Tabla 9, vemos que a 4 nm de la membrana se
siente solo el 10% del potencial de la superficie en el caso extremo en que
la concentracién de la solucién i6nica es la menor de todas. En otras
palabras, el hallazgo que las barreras de acceso son insensibles al
potencial superficial, que puede explicar el hecho que la conductancia sea
paradojalmente m4ds baja en membranas cargadas negativamente, tiene una clara

correlacién con las estructuras que la hemocianina forma en la bicapa.
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TABLA 9

Distancias de Debye para distintas concentraciones de sulfato de potasio.

La tercera columna representa la fraccién del potencial de superficie,
¥(s), que existe a una distancia de 4 nm desde la membrana, calculado con

los largos de Debye de la segunda columna y la ecuacién (8).

K2S04 1/x % (s)
(mM) (nm)
10 1.75 10.2
25 1.11 2.7
50 0.78 0.6

100 0.55 0.07
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Tamafio del poro del canal de hemocianina.

Los resultados obtenidos para la conductancia del canal en
soluciones de sulfato de los caliones organicos muestran que el i6n
etanolamonio, 1 = 0,24 nm, es el catién mas pequefio que no puede pasar a
travas del canal. Hidroxilamonio, de radio 0,20 nm, pasa a través del canal.
Estos resultados indican que el radio del canal es menor que 0,24 nm. A
pesar que los tres cationes orgdnicos de r > 0,20 nm probados no producen
una conductancia diferente de cero, son capaces de bloquear la conductancia
del potasio, segin se ve en la Ultima columna de la Tabla 3. Los valores de
esta columna deben ser comparados con el valor de la conductancia del canal
en K2SO4 25 mM que aparece en la misma Tabla y que es 134 = 4.2 pS. BEsto
resultados indican que, si bien estos lones no pueden pasar por el canal,

tienen acceso a alguna parte de la estructura que tiene un tamafio adecuado

para acomodarlos.

Los resultados obtenidos de potenciales de flujo generados por
gradientes de concentreracién de noelectrolitos concuerdan con los obtenidos
de medidas de conductancia. El catién monovalente mé&s grande que se us6 en
las medidas de conductancia fue el Tris, cuyo radio es de 0,29 nm. Hste i6n
no pasa a través del canal, de acuerdo a lo cual se puede conclufr que la
glucosa, con 0,33 nm de radio, tampoco pasa. Es decir, el potencial de flujo
obtenido con glucosa es el méds grande que se puede generar. Los potenciales
de flujo de urea y acetamida, de r= 0,24 nm, fueron iguales a los de
glucosa. En cambio, la formamida, r = 0,21 nm, dio un potencial
significativamente inferior al obtenido con glucosa. Estos resultados apoyan

la conclusi6n anterior que el radio del canal, en alguna parte de su
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estructura, no puede ser mayor que 0,24 nm.

Los resultados obtenidos para el radio indican que el canal tiene una
zona estrecha donde los iones y el agua no pueden pasar sino en "fila
india". De la magnitud del potencial de flujo y aplicando la ecuacién (7),
se llega a la conclusiébn que tres moléculas de agua acompafian al potasio en
su paso por el canal. Considerando el diémetro.de la molécula de agua (0,28
nm)} y del i6n potasio (0,26 nm), resulta que la zona estrecha del canal no
tiene mas de 1 nm de longitud. Otros canales estrechos y cortos han sido
descritos en la literatura, como el canal de potasio de membranas de retfculo

sarcoplasmatico encontrado por Miller y sus colaboradores (Miller, 1978;

Coronado ef a/, 1980).
JQué parte de la molécula de hemocianina forma el canal?

La molécula de hemocianina de varios moluscos tiene una forma
cilfndrica de 30 nm de didmetro y 30 - 35 nm de altura (Van Bruggen et al,
1963). Su peso molecular varfa entre 2 y 9 - 10° (Senozan, 1976). Los
estudios al microscopio electrénico de McIntosh ef a/, 1980, mostraron que
cuando la hemocianina de Megatura crenulata, es decir, la misma que se ha
utilizado en el presente trabajo, interactda con bicapas o monocapas de
lfpidos, se observa la aparicibn de estructuras anulares asociadas a las
membranas, que tienen un didmetro de 7 nm y un cfrculo interior, donde se
acumnula el colorante negativo, de 2 nm de didmetro. Aparentemente, estas

estructuras no son las mismas subunidades que se obtienen preincubando la

hemocianina a pH 8.5.
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En el presente trabajo se muestra, sin embargo, que la hemocianina
preincubada a pH 8.5 durante 24 hrs, tiene una mayor capacidad de formar
canales en la bicapa que la preincubada a pH 7.0 (ver Fig. 7). Este
resultado indica que la disociacién de la molécula entera produce las
subunidades que son responsables de la  formacién del canal.
Desgraciadamente, no hay estudios de microscopfa electrénica que muestren
las subunidades que resultan de la disociacién de hemocianina de AMegatura
crenulata. Bs posible que exista alguna diferencia entre ellas y las de
Heliz pomatia, ya que Mclntosh &f a/, 1980, muestran que la hemocianina d
Heliz es incapaz de aumentar la conductancia en bicapas de lfpidos y, al
mismo tiempo, no forma las estructuras anulares de 7 nm de didmetro que se

observan con hemocianina de Aegaéura crenulata.

La pendiente de las rectas de la Figura 7 resulta cercana a uno, lo
cual sugiere que s6lo una molécula interviene en la formacién del canal.
Otros canales, como el de alameticina, por ejemplo, estdn formados por un
gran ndmero de subunidades y los cambios de conductancia del canal en
funcién del potencial y del tiempo se explican por la formacién transitoria
de agregados entre dos o m4s subunidades (Bauman y Mueller, 1974; Boheim,
1974; Boheim y Kolb, 1978). En el caso del canal de hemocianina, constitufdo
por una sola molécula, es facil conciliar la hip6tesis de una estructura
asimétrica fija (un rectificador estructural). También es m4s f4cil aceptar
que el canal pueda contener s6lo un i6n a la vez si estd formado por una
molécula simple de protefna que si estuviera formado por un agregado de

peso molecular cercano a 10.000.000.
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Representacion pictorica del canal de hemocianina.

En la Figura 24 aparece un esquema del canal de hemocianina que
representa un intento por resumir los hallazgos y explicarlos sobre la base
del modelo de tres barreras: arriba aparece el potencial de superficie
suponiendo una solucién de K2SO4 10 mM (largo de Debye 1.1 nm, Tabla 8).
Al centro un esquema que representa la estructura posible del canal: formado
por una sola molécula de protefna y sobresaliendo 4 nm del borde de la
membrana hacia la fase acuosa. La parte de la" estructura que sobresale tiene
un didmetro de 7 nm, para dar cuenta de las observaciones microscépicas.
También tiene una zona estrecha al interior, donde caerfa casi todo el
potencial aplicado. Esta estructura se propone para explicar las siguientes
observaciones: 1. Las barreras de acceso son insensibles al potencial de la
superficie porque el canal sobresale mis de dos largos de Debye. 2. Una boca
ancha a la entrada del canal (de al menos 0,6 nm de didmetro) porque los
cationes grandes, Tris (d= 0,58 nm), TMA (d=0,56 nm) y etanolamina
(d=0,48 nm) no pueden pasar pero bloquean el paso al potasio (Tabla 3).
3. Una zona estrecha, de un didmetro no mayor de 0,48 nm porque la urea y
la acetamida no pasan a través del canal. Esta zona no tiene mds de | nm de

longitud, de acuerdo a los resultados obtenidos del potencial de flujo

generado con glucosa.

En la parte inferior de la Figura, se ha dibujado el perfil de energfa
del potasio en el interior del canal cuando no hay potencial aplicado. Todas
las posiciones que aparecen en este perfil estdn relacionadas con lo expuesto
en los puntos 1, 2 y 3 del parrafo anterior: los picos de acceso en una zona

donde el potencial de superficie ha cafdo a cero (es decir, al potencial de la
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solucién), el valle de energfa del lado cis, que representa al i6n en el sitio
de ligamen 1, cercano al borde de la membrana, porque siente una pequefia
fraccién del potencial aplicado. El valle érams, que no es afectado por el
campo aplicado, puede colocarse arbitrariamente en el borde frans de la
membrana. Ambos valles se ubican en una zona relativamente ancha, si se
hace la suposicién que los iones grandes bldquea.n porque son capaces de
ligarse a estos sitios. El pico central, en el interior de la zona
estrecha, donde siente una fraccién importante del potencial aplicado. Las
distancias espaciales de los picos y los valles no tienen relacién con las
fracciones del potencial que se aplican en cada uno de ellos, ya que en la
deduccién de las ecuaciones no se hacen suposiciones acerca de la funcién
que relaciona al potencial con la distancia dentro del canal.

(El texto continda después de la Figura 24).




104

Membrana

Potencial de superficie

|

IBEREERERERE
Lt o aidaeats

20mVI .
cis trans

2nm

kcal/mol

FIGURA 24
Representacion grafica del canal de hemocianina.

Arriba: el potencial de superficie en una membrana con un 30% de lfpidos
cargados negativamente en K2504 10 mM.

Al centro: un esquema que representa al canal ubicado de acuerdo a los
hallazgos del efecto del potencial de superficie y con dimensiones externas
compatibles con las observaciones microscopicas de Mclntosh ef a/, 1980.
Abajo: el perfil de energfa del potasio en el canal. Las alturas de los picos

y valles son las que aparecen en la Tabla 5.
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La selectividad del canal de hemocianina.

El término selectividad i6nica se ha utilizado tradicionalmente para
indicar la preferencia de un sistema de transporte por una determinada especie
i6nica, desde el punto de vista de los coeficientes de permeabilidad que

surgen de la medicién de potenciales biiénicos.

Sin embargo, las ecuaciones que se obtienen para la conductancia y la
razén de permeabilidades aplicando los modelos de barreras (ver Apéndice),
se observa que es posible obtener secuencias de selectividad diferentes si se

consideran la conductancia o las razones de permeabilidad.

iQué es, entonces, la selectividad? En aquellos casos en que el proceso
puede ser explicado en términos de difusién simple, la selectividad es la
misma considerando cualquiera de los dos parametros; en ese caso, el
coeficiente de permeabilidad es el parametro due relaciona el flujo con las
diferencias de potencial electroquimico. Como el coeficiente de permeabilidad
es independiente del potencial de membrana y de la concentracién i6nica de la
solucién, tanto las razones de permeabilidad como las de conductancia deberfan
ser independientes de la concentracién y del potencial. En tales casos, la

secuencia de selectividad estd dada directamente por la secuencia de los

coeficientes de permeabilidad.

El caso del canal de hemocianina es un ejemplo en que existen
discrepancias entre la secuencia de selectividad encontrada por uno u otro
método experimental y ademds, donde las secuencias de selectividad son

afectadas por el potencial y la concentracién:
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1. La preferencia por el potasio sobre el litio es mucho méds pronunciada
cuando se analiza la conductancia i6nica. De la Tabla 1, se deduce que
gmLi/guk es 0.14, en cambio PLi/Pk es 0.35. Lo mismo es valido para Na

y Cs, aunque en menor magnitud.

2. La secuencia de selectividades al amonio y el potasio es inversa: aparece

mas selectivo al K si se miden conductancias y méas selectivo al amonio si se

miden coeficientes de permeabilidad.

3. La secuencia de selectividad varfa con el potencial aplicado, como se
observa en las curvas i/V de la Figura 12: a potenciales negativos la
conductancia a potasio, rubidio y amonio es parecida, en cambio a potenciales
positivos, las conductancias a rubidio y amonio son mucho mayores que a
potasio. Ademas, la selectividad cambia con la concentracién i6nica, como se
aprecia en la Figura 18: a bajas concentraciones, la conductancia més alta se
obtiene con amonio. A altas concentraciones, en cambio, potasio y rubidio

muestran las conductancias mas altas.

Todas las caracterfsticas de selectividad del canal de hemocianina que
hemos enumerado pueden ser explicadas satisfactoriamente por el modelo de tres

barreras propuesto anteriormente. Hsto se refleja en los siguientes hechos:

1. Da cuenta de todas las caracterfsticas de las curvas i/V (Fig. 12). O sea,

da cuenta de las variaciones de la secuencia de selectividad con el potencial.

2. Reproduce razonablemente las curvas conductancia-concentracién cuando se

utilizan los mismos parametros obtenidos del ajuste de las curvas i/V (Fig.




107

18). Nuevamente, el modelo es capaz de generar la variacién de las secuencias

de selectividad, en este caso con la concentracién de iones.

3. Reproduce las razones de permeabilidad medidas de los potenciales bii6nicos
con los mismos pardmetros obtenidos del ajuste de las curvas i/V y da cuenta
de las discrepancias entre las secuencias de selectividad diferentes cuando se

analizan razones de permeabilidad o de conductancia (Tabla 7).

El modelo es capaz, entonces, de explicar las peculiaridades de la
selectividad de este canal, y la explicacién surge de los valores de energfa
que tienen los distintos iones dentro del canal, ya sea en los sitios de
ligamen o en los picos. Lo interesante seria, a continuacién, encontrar algin
sentido a las secuencias de energfa para los distintos iones . En otras
palabras, usar estos valores no sélo como simples nimeros empiricos que sirven
para relacionar variables como la corriente que circula por el canal con el
potencial o la concentracién de iones, sino ademds, usarlos para deducir
algunas caracterfsticas estructurales de los sitios de ligamen que presenta el

canal a los lones que pudieran explicar las secuencias de selectividad

encontradas.

George BEisenman (Eisenman, 1965), trabajando con electrodos de vidrio
selectivos a cationes monovalentes y con otros sistemas selectivos
artificiales, encontré que de las 120 secuencias posibles de selectividad
(considerando a los 5 cationes alcalinos) sélo se daban experimentalmente 11.
Partiendo de la suposicién que la interaccién entre el catiébn y el sitio era
de origen electrostatico y que el catién debia desprenderse al menos de una de

sus moléculas de agua de hidrataciébn antes de interactuar con el sitio,
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Eisenman fue capaz de generar teéricamente las 11 secuencias de selectividad

que habfa observado experimentalmente.

En sfntesis, el planteamiento es el siguiente: la diferencia de energfa
del catién en el sitio cargado negativamente y en el agua, AU, es la que, en
Gltimo término , determina la preferencia por uno u otro ligando (es decir,

por el agua o por el sitio):
AU = Uion-sitio — Uion—asua (17)

En el caso en que la carga del sitio proviene de un dipolo, la energfa de la

interaccién entre el catién y el sitio estd dada por la relacién:
Uion-sitio = ‘332(1(’-/(1':1 + r+) + 1/(rp + 1’+)) (18)

en que I'n ¥ Ip son las distancias desde el centro negativo y positivo,
respectivamente, a la superficie del dipolo, q es la carga del dipolo y 1. es
el radio del cati6n. En la Figura 25 se muestra un esquema, sacado de Krasne
y Eisenman, 1973, que sirve para ilustrar el modelo de la interaccién entre un
catibn y el agua o un dipolo diferente del agua. Se puede usar esta ecuacién
para calcular las energfas de hidratacién y las dé interacciébn dipolo-
catién, y estimar las diferencias para todos los cationes alcalinos. La Figura
26, sacada de Junge, D., 1981, muestra el resultado de graficar AU para
todos los cationes alcalinos con sitios cargados negativamente de diferentes
radios. Se observa que la funcién es diferente para cada catién, dependiendo
de su radio, y las lineas se cruzan en diferentes puntos que corresponden a

diferentes radios de sitio, originando 11 secuencias distintas de AU.
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CATION (K*) AGUA

q,=-0,64
qp= 0,64
CATION (K% CARBONILO
q,=-0,44
i q,= 0,44
FIGURA 25

Esquema que representa la interaccion de un catiéon monovalente con el agua y

con otro ligando dipolar.

Las distancias que aparecen en este esquema corresponden a las del agua
(arriba) y a un carbonilo (abajo).

Sacado de Krasne y Eisenman, 1973.
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Energia de union entre los difer

hipoiético de carga —

Sacado de Junge, D., 1981.

Las 11 secuencias de selectividad son:
I. Cs>Rb>K>Na>l

II. Rb>Cs > K > Na > Li

III. Rb > K > Cs > Na > Li

IV. K>Rb>Cs> Na>Li

V. K>Rb>Na>Cs>Li

VI. K> Na>Rb>Cs>Li

entes cationes alcalinos y  un sitio

1, referida a la del cesio.

VII.Na > K >Rb > Cs > Li
VIII. Na > K > Rb > Li > Cs
IX.Na>K>Li>Rb>Cs
X.Na>Li>K>Rb>GCs
XI. Li>Na>K>Rb>Cs
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Los valores de energfa que aparecen en la Tabla 6 representan el cambio
de energfa libre entre la interaccién de los iones con las diferentes zonas
del canal y con el agua en la solucién acuosa. En otras palabras, valores
negativos indican que la interaccién con el sitio del canal es mds favorable
que con el agua y viceversa. La observacién de los valores de la Tabla muestra
que la secuencia de energfa para la interaccién con los sitios 1 y 2 es
Li > Na > K > Rb > Cs. Esta secuencia corresponde a la secuencia XI de
Eisenman (Eisenman, 1962) que indicarfa que se trata de un sitio que contiene
un grupo capaz de generar un campo eléctrico fuerte. Para los picos de
energfa, se observa que el pico central muestra la secuencia VI de Hisemann,
es decir, Na > K > Rb > Cs > Li. El pico de acceso desde el lado c¢is

muestra la secuencia XI y el del lado #rams, la secuencia II o III:

Rb > Cs >= K > Na > Li.
Relacién entre las energias del i6n y la estructura del canal.

Las secuencias de energfa para el ligamen de los cationes alcalinos y los
sitios del canal de hemocianina indican que se trata de un ligando capaz de
generar un campo eléctrico fuerte. Lo interesante serfa poder aplicar la
teorfa desarrollada por Eisenman para reproducir los valores de las energfas
encontradas para la interaccién entre los iones y los sitios. Sin embargo, es
muy diffcil hacer este cdlculo en el caso presente, porque los pardmetros que
aparecen en la ecuacién (18) son desconocidos. A continuacién, se muestra un
calculo basado en una serie de suposiciones que tiene como Unico objetivo
ilustrar como es posible generar valores de energfa que son del orden de
magnitud y que tienen la misma secuencia que los encontrados mediante el

ajuste del modelo de tres barreras para el canal de hemocianina. Las
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suposiciones que se hicieron para hacer el cdlculo tienen alguna

justificacion:

1. El valor de q se estima en 0,6. El valor de q para el dipolo agua es 0,64.

Para el grupo carbonilo, es 0,45.

2. Bl valor de mn se estima en 0,14 nm, que es el radio del 4tomo de

oxfgeno.

3. El valor de 1, se estima en 0,27 nm. Es el valor que tiene en el

carbonilo.

4. Se postula que el catién pierde s6lo una molécula de agua de hidratacién.
El radio hidratado del litio es de alrededor de 0,23 nm (Moore, W. J._,
1962; Bockris, J. y Reddy, A. K., 1970) y el radio del canal es de
alrededor de 0,24 nm. Hs decir, ninguno de los cationes alcalinos, aunque

estuviera completamente hidratado, tendria problemas para ‘caber" en el

canal.

Los resultados obtenidos de este calculo, usando los valores de q,
Tm Yy Ip y las ecuaciones (17} y (18} para todos los cationes
alcalinos, estdn en la Tabla 10. Se observa que con un dipolo de las
caracterfsticas descritas méds arriba, la secuencia de energfas de ligamen
es Li > Na > K > Rb > Cs, es decir, la misma que se encontré para los
sitios del canal de hemocianina con el ajuste del modelo de tres barreras.
Esto aparece en la primera columna de la Tabla. 51 se aumenta el valor de

m de 0,14 a 0,17 nm y el de 1, de 0,27 a 0,30, entonces las
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energfas de ligamen que resultan son las de la segunda columna de la Tabla.
Se observa que en ese caso, la secuencia de cambia a Rb > K > Cs >
Na > Li es decir, la secuencia III de Eisemann, que corresponde a un

sitio con un campo eléctrico més débil. Con este calculo se pretende

concluir dos cosas:

1. Que es posible generar energias de ligamen del orden de las encontradas con
el modelo del canal de hemocianina propuesto en este trabajo. Ksto para poder
concluir que los nimeros obtenidos son compatibles con los que uno esperarfa

de la interaccién entre los cationes alcalinos y un dipolo de caracterfsticas

parecidas al carbonilo, por ejemplo.

2. Que basta con alejar levemente al catién alcalino del sitio (eso es lo que
significa, en dltimo término, aumentar los valores de rn y rp para el célculo
de la segunda columna) para que la secuencia de energfas de ligamen cambie y
se transforme en una secuencia correspondiente a un sitio de baja fuerza de
campo. Hste calculo se ha hecho para conclufr algo respecto al significado de
la secuencia de energfas encontrada con el modelo para la barrera central de
energfa: de acuerdo a Hille, 1975, las barreras de energfa pueden tratarse
como verdaderos "sitios" de ligamen donde la energfa libre del 16n es sélo
levemente superior a la del i6n en agua. En el caso del canal de hemocianina,
entonces, basta con suponer que en su viaje por el canal, el i6n se aleja de
los sitios de ligamen, y este alejamiento hace que a mitad de camino entre
ellos, sea como estar ligado a un sitio de mas baja fuerza de campo que

cualquiera de los dos sitios verdaderos.

Un problema que debe ser discutido es que el métode de ajuste da como
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resultado energias libres de los iones en los sitios y en las barreras. Las
energfas que se calculan con la ecuacién (18) son energfas internas, de modo
que no es correcto considerarlas iguales en esta discusi6n. Sin embargo, la
contribucién del término entrépico al proceso de hidratacién es pequefia
(Robinson, R. A. y Stokes, R. H., 1959). Por otra parte, de acuerdo a
Eisenman, el término entrépico también es despreciable en la interaccién

entre los cationes y el ligando (Eisenman, 1962).
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Diferencias entre energias de interaccion alcalinos-agua y alcalinos con un

ligando dipolar.

Los calculos se hicieron aplicando las ecuaciones (17) y (18) con los

pardmetros que se describen en el texto. En la primera columna, r = 0,14 nm

y 1p = 0,27 nm. En la segunda, m = 0,17 nm y 1, = 0,30 nm.

Cation AU
(kcal/mol)

Li 9.7 -1.8

Na -71.9 -2.4

K -6.4 -2.6

Rb ~6.1 -2.7

Cs -9l -2.5
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El potencial que surge debido a la carga de imagen.

El problema que tiene todo este andlisis estd en que no ha sido posible
generar con el cdlculo de las diferencias de energfa, nimeros idénticos a los
encontrados con el modelo de tres barreras. La diferencia mas notoria es que

los nGmeros que resultan son siempre menores (méds negativos) que los

experimentales.

Es posible que la explicacién a ese hecho esté en la presencia dentro
del canal de otro componente de energia para los iones, que surge del simple
hecho de cambiar al i6n desde un medio de alta constante dieléctrica (del
agua) a un medio de menor constante dieléctrica, constituido por la protefna
que forma el canal. Cuando el i6n se aproxima a la membrana, induce en ella
cargas del signo contrario que a su vez dejan zonas al interior del canal
cargadas con el mismo signo del ién que se aproxima. Las interacciones
electrostaticas entre el i6n y el canal se ven afectadas por este hecho y la
magnitud del potencial eléctrico que surge como resuliado de este efecto se

ha estudiado en términos de la llamada "carga de imagen".

En sfntesis, se considera que la interfase entre la solucién y la
membrana es como un espejo en el cual se refleja la carga del i6n. De esta
menera, aparece en el interior de la membrana una carga del mismo signo que
la del i6n a una distancia igual a la distancia entre el ion y la membrana.
De este modelo, se puede calcular la "dificultad" que encontrard el 16n en
entrar a la membrana debido a la repulsién con su carga de imagen, como una
barrera de energfa potencial (Bockris y Reddy, 1973). De acuerdo a Jordan,

1981, la barrera de energfa potencial para un i6n positivo en el interior
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del canal de gramicidina, que tieme un poro de 0,4 nm de didmetro y 3 nm de
largo resulta del orden de las 5 kcal/mol. En el canal de potasio del nervio
( Armstrong, 1974) con un didmetro de poro de 0,3 nm y una longitud de 1 n
la barrera debida a la carga de imagen serfa de unas 3 kcal/mol. La energfa

de esta barrera se sumarfa a las energids de interaccién especffica del i6n

y el canal.

En consecuencia, en el caso que estamos analizando, todos los valores de
energia encontrados del ajuste del modelo de tres barreras estarfan sobre un
"vedestal" de 3-5 kcal/mol. En todo caso, es necesario reiterar que estos
calculos son solamente tentativos y que su comprobacién experimental
requerirfa un mayor conocimiento de la estructura qufmica del canal, que no
estd disponible por el momento y cuya dilucidacién escapa a los objetivos de

este trabajo.
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APENDICE

Ecuaciones generales de flujo.

En un modelo de transporte como el que aparece esquematizado en la
Figura 23, y aplicando la teorfa de velocidad absoluta de reaccién

(Glasstone ef af/, 1941), las constantes cinéticas, ki , se describen como:

ki = RT exp(-AGi/RT) (19)

en que Gi representa la diferencia de energfa libre del i6n entre el pico
(pi) y el valle anterior (wi-1}), R es la constante de los gases y T es la
temperatura absoluta. Si ponemos la condicion que el canal puede aceptar un
solo 16n a la vez, puede encontrarse en s6lo una de n+1 condiciones
posibles: vacio o con el 16n en uno de los n valles. El flujo de
iones , J, a través de este canal en el estado estacionario estard dado por

el flujo a través de cualquiera de las barreras, por ejemplo:

J=RT (Po - ki - Pi - kat) (20)

en que Po es la probabilidad de encontrar al i6n fuera del canal y Py, la
probabilidad de encontrarlo en el sitio 1. Las expresiones para las
probabilidades se pueden obtener empleando el método de King y Altman,

(Segel, 1975), y son funciones de las constantes cinéticas que a su vez
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dependen de la energfa libre del i6n dentro del canal.

Para un modelo de dos sitios y tres barreras, como el que se propone
para el canal de hemocianina y que aparece en la Figura 14, donde se propone
que un solo i6n puede permanecer dentro del canal a la vez, el canal puede
encontrarse s6lo en uno de tres estados posibles: vacfo, con el i6n en el
sitio 1 o con el i6n en el sitio 2. En un esquema cinético, este modelo

puede representarse asf:

La contribucién del potencial eléctrico aplicado a las constantes
cinéticas se introduce en el modelo suponiendo que el pico central siente
una fraccibn Do del potencial aplicado y el wvalle 1, wuna fraccién
Di . De acuerdo a estas suposiciones, las expresiones para las seis

constantes cinéticas son:

ki = a - exp(-Ga) (21)
k-1 = exp{(Gy + Dr-U) - Ga)) (22)
ks = exp({Gi + DiU) ~(Gp + D2 U)) (22)
k-2 = exp({Gz + U) -(Gp + D2-U)) (23)

ks = exp(Gz - CG¢) (24)
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k-s = a - exp(-Gc¢) (25)

en que a es la actividad del i6n en la solucién, U se define como eV/4T,
donde V es el potencial aplicado, e es la carga del electrén y 4T tiene su
significado habitual. Los valores de energfa para el i6n en los sitios y

barreras (G’s) estdn expresados en unidades de 1/RT.

Las expresiones para las probabilidades Po, P1 y P2 de encontrar al

canal en alguno de los tres estados se encuentran utilizando el método

grafico de King y Altman (Segel, 1975) y son:

Po = k-1 » k2 + ks « (ke + k1) (26)
Pt = k-s - ko2 + ki - (k—z + ks) (27)
P2 = k-g - kit + k2 - (ki + k-g) (28)

La corriente i6nica en el estado estacionario estd dada por el flujo

neto a través de cualquiera de las tres barreras:
I = eAT/h - (Po - ki - Py - k1)/(Po + Py + P2) (29)

donde e es la carga elemental (1.6 - 107 C) y £T/h vale 6.2 - 10" s,
El denominador surge de la necesidad que la suma total de las tres

probabilidades debe ser uno.

La ecuaciones (20) al (29) se usaron para calcular la corriente en
funciébn del potencial, a diferentes concentraciones. Al comienzo, se

calculaba con un conjunto de estimaciones de los valores de energfa en los
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sitios y barreras (G’s). Luego, utilizando el programa de ajuste no lineal,
el computador cambiaba los valores de estas energfas, hasta encontrar el
conjunto que produjera las curvas corriente voltaje mas parecidas a las
experimentales, de acuerdo al cniterio de los mfnimos cuadrados. El calculo

se hizo para todos los 1ones alcalinos.

Estas ecuaciones también se usaron para calcular la corriente que pasa
por el canal cuando hay mezclas de potasioc y litio en la solucién acuosa.
Este célculo se hizo para probar si el modelo podia predecir la competencia
entre estos dos lones, es decir, no se usé el programa de ajuste, y las
corrientes se calcularon usando como parametros los valores de energfa
encontrados mediante el ajuste descrito mas arriba. Primero, se calculaban
las probabilidades para el potasio, como si el litio no estuviera; luego,
las del litio, como si no estuviera el potasio, y por ultimo, se calculaban
las probabilidades combinadas. Por ejemplo, la probabilidad de que el
polasio esté en el sitio 1 es el producto de la probabilidad de que esté en
dicho sitio en ausencia del litio multiplicado por la probabilidad de que el

litio no esté en el sitio en ausencia del potasio.

Por dltimo, estas ecuaciones también se usaron para calcular los
potenciales biiénicos entre potasio y los demda cationes alcalinos que
predice el modelo de barreras. Para ello, se calculé la corriente que pasa
por el canal a diferentes potenciales cuando hay potasio por un lado de la
membrana y cualquiera de los cationes alcalinos por el otro, para lo cual se
consideran las probabilidades combinadas que se describen arriba. El

potencial que hace que la corriente sea cero es el potencial biiénico.
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