
MECANISMOS   DE   TRANSPORTE   Y   SELECTIVIDAD   IONICOS

EN   EL   CANAL   DE   HEMOCIANINA

T®8i®   ®ntr®gada   a   la   UniT®r8idad   d®   Chile

en   cumplimi®nto  parcial  de   loo   requieito8

pare  optar  .I  Grade  d®

Doctor  ¢n   Ci®ncia.  Con   men€i6n  en  Bi®lo(la.

Facultad  de  Ciencias

Univ6isida,d  de  Chile

Por

XIMENA      CECCHI      URRUTIA

Santia,go,  Enero de  1986

Prolesor  Patrocinante: Dr.  Osvaldo  Alvarez A.

j.      `t-.   ;r`    -D    rE   C.LiLL=

FACULTj:.I;\ D£ C.IE:,ticIAS

1   9    ABR.   1985

B I Eb i I I-3 T E a A



FACULTAD  DE  CIENCIAS

UNIVERSIDAD  DE  CHII.E

INFORME  DE  APROBACI0N

TESIS  DE  DOCTORADO

Se   informa   a   la   Comisi6n   de   Postgrado   de   la   Facultad   de   Ciencias   que   la

Tesis  de  Doctorado  de  la  candidata

Ximena  Cecchi   Urrutia

ha    sido    aprobada    por    la    Comisi6n    informante    de    Tesis    como    requisito    de

Tesis   para   el   Grado   de   Doctor   en   Ciencias   con   menci6n   en   Biologfa,    en   el

examen  de  defensa  de  Tesis  rendido  el  dfa   28  de  Enero  de   1985.

Patrooinante  de  Tesis

Dr.  Osvaldo  Alvarez

Comisi6n  informante  de  Tesis

Dra.  Rosa  Dev6s

Dra.  Cecilia   Hidalgo

Dr.  Pedro  Labarca

Dr.  Mario  Luxoro

Dr.  Tito  Ureta

ft4r2th_[ha____________



AGRADECIMIENTOS

Agradezco  profundamente  a  Osvaldo   Alvarez  por  la   paciencia   y   el   cariHo

con  que  llev6  a  cabo  su  labor  de  maestro.

No    puedo    olvidar    la    satisfacci6n    que    signific6   realizar    este    trabajo

gracias   a   la   calidez   humana   y   a   la   ayuda   de   tanta   gente:   entre   ellos   quiero

recordar   con   especial   cariHo   a   Daniel   Wolff ,   Osvaldo   Alvarez,   Juan   Espinoza

y   Ricardo  Bull.  Tambi6n  mis  agradecimientos  mss  profundos  a  Ram6n  Latorre,

Cecilia   Vergara   y   Juan   Bacigalupo   por   su   invaluable   amistad.   Y   a   nuestros

estudiantes,    Carmen    Alcayaga,    Alfredo    Villarroel,    David    Naranjo,.   Andr€s

Oberhausser      y      Ricardo     Delgado,      cuya      llegada      al      laboratorio     refresc6

nuestras  vidas.

Agradezco   a   Juan   Valencia,   Anita   Godoy   y   Carmen   Sandoval   por   su

constante    disposici6n    a    ayudarme    y    apoyarme    con    su    amistad    y    con    su

ejemp,o.

Tambi6n   mi   gratitud   a   todos   mis   amigos   que   no   pueden   estar   hoy   en

Chile,      entre     los     cuales     quiero     mencionar     con     especial     carifio     a     Mitzy

Canessa  y  a  Siegmund  Fischer,   que  me  iniciaron  en  este  mundo  de  la  Ciencia.

A    Mario   Luxoro,    gracias   por   su   cariHo   a   gritos   y    su   permanente

presencia  de  maestro  y  amigo.

For   6ltimo,    mi   mayor   gratitud   a   mi   familia:   mi   esposo   Daniel,    mis

padres    y    mis    hijos,     Ver6nica,    Cecilia    y    Mat fas,    cuyo   carifio   y   paciencia

infinitos  han  sido  y  son  el  mss  grande  apoyo  de  mi  vida.



INDICE DE MATERIAS

LISTA  DE  TABLAS

LISTA  DE  FIGURAS

RESUMEN

ABSTRACT

INTRODUCCION  GENERAL

Mecanismos  de  transporte

Selectividad  i6nica

Objetivos  generales

INTRODUCCION

METODOS

I.  Experimentos  disefiados  para  estudiar  la  selectividad  del  canal

11.  Experimentos  disefiados  para  estimar  lag  dimensiones  del  canal

Ill.  La  corriente  en  funci6n  del  potencial  aplicado   .

IV.  Experimentos  disefiados  para  probar  el  mode]o

RESULTADOS

Conductancia  del  canal  6nico

Selectividad  del  canal

Estimaci6n  de  las  dimensiones  del  canal                 i

Curvas  corriente  voltaje

Mediciones  rfpidas  de  corriente

EI  modelo  de  tres  barreras

Log  parfmetros  energ6ticos  en  funci6n  de  la  concentraci6n  i6nica

lY

V

vii

X

1

2

4

6

7

11

16

17

20

25

28'

28

33

37

50

55

59

64



Curvas  cc)rriente  voltaje  para  todos  los  cationes  alcalinos

Pruebas  del  modelo  de  tres  barreras

Resumen  de  resultados

DISCUSION

La  hemocianina  como  un  canal  asim6trico

La  hemocia.nina  como  una  enzima  de  transporte

Conductancia  y  permeabilidad  en  canales  descritos  por  modelos  de

barreras

La  contribuci6n  del  potencial  de  superficie

Tamano  del  poro  del  canal  de  hemocianina

6Qu6  parte  de  la  mol6cula  de  hemocianina  forma  el  canal?

Representaci6n  pict6rica  del  canal  de  hemocianina

La  selectividad  del  canal  de  hemocianina

Relaci6n  entre  las  energfas  del  i6n  y  la  est,ructura  del  canal

El  potencial  que  surge  debido  a  la  carga  de  imagen

APENDICE

Ecuaciones  generales  de  flujo

REFERENCIAS

67

69

80

81

81

83

89

95

99

loo

102

105

111

116

118

118

122



LISTA  DE  TABLAS

TABLA   1.  Conductancia  maxima  y  Ko,6  del  canal  de  hemocianina

a  log  cationes  alcalinos

TABLA   2.  Ra.zones  de  permea,bilidad  medidas  por  potenciales  bii6nicos

en  membranas  tratadas  con  hemocianina

TABLA   3.  Conductancia  del  canal  de  hemocianina  a  `varios  cationes

monovalentes

TABLA  4.  Potenciales  de  flujo  producidos  por  gradientes  de

noelectrolitos  en  membranas  I,ratadas  con  hemocianina

TABLA   5.  Parfmetros  energ6ticos  del  modelo  de  tres  barreras  para

potasio

TABLA  6.  Parfmetros  de  energfa  del  modelo  de  tres  barreras  para  el

canal  de  hemocianina

TABLA   7.  Razones  de  permea,bilidad  entre  cationes  alcalinos  y  potasio

en  el  canal  de  hemocianina

TABLA   8.  Relaci6n  entre  razones  de  conductancia,   permeabilidad  y

constantes  de  disociaci6n  para  los  cationes  alcalinos  en  el  canal  de

hemocianina

TABLA  9.  Distancias  de  Debye  para  dist,intas  concentraciones  de  sulfato

de  potasio

TABLA   10.  Diferencias  entre  energras  de  interacoi6n  alcalinos-agua  y

alcalinos  con   un   ligando  dipolar

lv

32

36

44

49

63

68

75

94

98

115



LISTA  DE  FIGURAS

FIGURA   1.  Esquema  de  la  cfmara  de  bicapas

FIGURA   2.  Esquema  de  lag  conecciones  el6ctricas  de  la  c6mara  de

bicapas

FIGURA   3.  Esquema  del  circuito  para  suprimir  lag  corrientes  capacitivas

transitorias

FIGURA  4.  Incorporaci6n  de  hemocianina  en  una  bicapa  liprdica

FIGURA   5.  Relaci6n  conductancia  concentraci6n  del  canal  de  hemocianina

a  los  distintos  cationes  alcalinos

FIGURA  6.  Registro  del  potencial   bii6nico  en  una  membrana  tratada  con

hemocianina

FIGURA   7.  Rapidez  de  incorporaci6n  de  hemocianina  a  bicapas

FIGURA   8.  Efecto  de  la  concentraci6n  de  hemocianina  y  del  pH  sobre  la

rapidez  de  formaci6n  de  canales  en  bicapas  de  lfpidos

FIGURA  9.  Registro  de  potenciales  de  flujo  en  una  membrana  tratada  con

hemocinina

FIGURA   10.  Curvas  corriente-voltaje  instant6neas  para  potasio

FIGURAll.  Curvas  corriente-voltaje  instant6neas  para  litio

FIGURA   12.  Curvas  corriente-voltaje  del  canal  de  hemocianina  para  todos

los  cationes  alcalios

FIGURA   13.  Rectificaci6n  instantfnea

FIGURA   14.  El  modelo  de  tres  barreras

V

14

15

31

41



FIGURA   15.  Ajuste  de  lag  ourvas  corriente-voltaje  del  canal  de

hemocianina  usando  el  modelo  de  tres  barreras

FIGURA   16.  Efect,a  de  la  carga  de  superficie  de  la  bicapa  sobre  los

parfmetros  del  modelo  del  canal  de  hemocianina

FIGURA   17.  Relaci6n  corriente-voltaje  en  el  canal  de  hemocianina

incorporado  en  una  membrana  sin  carga  de  superficie

FIGURA   18.  Relaci6n  conductancia-concentraci6n  en  el  canal  de

hemocianina

FIGURA   19.  Potenciales  bii6nicos  en  membranas  tratadas  con  hemocianina

que  separan  soluciones  de  sulfato  de  potasio  y  de  litio

FIGURA   20.  Competencia  ent,re  potasio  y   litio  en  el  canal  de

hemocianina

FIGURA  21.  Esquema  de  un  perfil  de  energfa  con  un  sitio  de  ligamen

y  dos  barreras  de  energfa

FIGURA   22.  Esquema  de  un  modelo  de  barreras  para  el  paso  de  un  i6n  a

trav6s  de  un  canal  que  contiene  dos  sitios  de  ligamen  separados  por

una  barrera  central

FIGURA   23.  Esquema,  general  de  un  modelo  de  sitios  de  ligamen  y  barreras

en  serie

FIGURA   24.  Representaci6n  grffica  del  canal  de  hemocianina

FIGURA  25.  Esquema  que  representa  la  interacci6n  de  un  cati6n

monovalente  Con  el  agua  y  con  otro  ligando  dipolar

FIGURA   26.  Energra  de  uni6n  entre  los  diferentes  cationes  alcalinos

y  un  sitio  hipot6tico  de  carga  -1,   referida  a  la  del  cesio

Vl

62

66

71

73

76

79

85

88

109

110



RESUMEN

La   hemocianina   es   una   protefna   plasmftica   de   alto   peso   molecular   que

se   encuent,ra   en   moluscos   y   crust6ceos.   La   de   moluscos  est6   formada   por   un

conjunto     de     alrededor     de     20     subunidades     de     peso     molecular     cercano     a

500.000.    La    hemocianina    de    "GycJf#r¢    cre#w/af¢    interact¢a    con    bicapas

artificiales     de    lrpidos    y    forma    canales    i6nicos    selectivos    a    cationes.    EI

objetivo    central    de    esta    tesis    es    proponer    un    mecanismo    que    explique    lag

caracterfsticas    de    transporte    y    selectividad    del    canal    de    hemocianina,     que

Son:

1.   La   conductancia   de]   canal   es   una   funci6n   hiperb6lica   de   la   concentraci6n

de      iones.      Esto      descarta      que      el      mecanismo      de      conducci6n      sea      la

electrodifusi6n    en    un    poro    acuoso    y    sugiere    un    mecanismo    en    el    cual    log

iones  se  ligan  a  sitios  saturables.

'.

2.    La     relaci6n     entre    oorriente     y    voltaje     no    es    lineal.,     como    predioe    la

electrodifusi6n.     La     conductancia     es     una     funci6n     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     log

potenciales    que    surgen    al    poner    soluciones    de    diferentes    iones    a    ambos

lados    del    canal.    Tambi6n    se    observa    que    la    se]ectividad    cambia    con    la

concentraci6n  de  iones  y  con  el  potenoial  aplicado.
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Todas   estas   caracterfsticas   de   transporte   y   selectividad   en   el   Canal

de   hemocianina   permiten  .postular   un   modelo   de   conducci6n,    que,   en   t6rminos

generales,    consiste   en   suponer   que   los   iones,    cuando   pagan   por   el   canal,   se

encuentran   con   uno   o   mss   sitios   de   ligamen   y   con   barreras   de   energfa   que

deben   saltar   en   su   paso.   Los   sitios   y   las   barreras   se   enouentran   en   la   zona

donde   cae   el   potencial   aplicado,    de   donde   surge   la   dependencia   que   muestra

la    conductanoia    con    el    potencial.    La    presenoia    de   sitios   de   ligamen   explica

la  saturaci6n  de  la  conductancia  con  la  concentraci6n  de  iones.

El   modelo   que   mejor   describe   los   resultados   contiene   dos   sitios   de

ligamen   y   tres   barreras   de   energfa   y   s6]o   acepta   un   i6n   a   la   vez   dentro   del

canal.   Una   vez   planteado   el   modelo,    se   escriben   las   ecuaciones   que   definen

a   las   constantes   cin6ticas   del   paso   de   log   iones   a   t,raves   de   lag   barreras,

que   dependen   de   las   energfas   de   los   iones   tanto   en   log   sitios   de   uni6n   como

en    las    barreras.    Estas    energfas    se   Yen   afectadas   par   el   potencial   aplicado

dependiendo    del    lugar    donde    se    encuentren    dentro    del    canal.    La    corriente

que    pasa    por    el     canal    en    esta,do    estacionario    es    funoi6n    de    todas    lag

constantes    cin6ticas,     y,    por    ende,    de    las    energfas   libres   de   log   iones   en

log  sitios  y  en  las  barreras.

Ajustando    a    log    valores   experimentales   de   corriente   en   funci6n   del

voltaje   curvas   calculadas   con   el   modelo   por   medio   de   un   m6todo   de  ajuste  no

lineal,     se    obtuvo    como    resultado    la,s    energfas    libres    para    todos    log    iones

alcalinos   dentro   del    canal.   Con    estos   valores   se   pudo   reproduoir   lag   curvas

de    conductancia    en    funci6n    de   la   concentraci6n   de   iones   y    las   razones   de

permeabilidad    entre    los    cationes    alcalinos    y    el    potasio.    El    modelo    predice

que     los     iones     compiten     por     los     sitios     dentro     del     canal,     lo     cual     rue



corroborado    experimentalmente.    Como    dato    adicional    que    apoya    la    hip6tesis

que   el   canal   acepta   un   solo   i6n   a   la   vez,    se   encontr6   que   la   formaci6n   del

canal    involucra   a    una    sola   subunidad   de   la   mol6cula   de   hem.ocianina   y   que

lag   dimensiones   del   canal   son   pequeffas:   no   mss  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    log    valores    de    energfa    obtenidos    para

sacar  conclusiones  acerca  de  las  caraoterrsticas  de  los  sitios  de  uni6n.

i

El    modelo    reproduce    bien    lag    caracterfsticas    de    selectividad    del

canal.    Las    secuencias    de    energra    encontradas    para    los    iones    alcalinos    en

los    sitios    de    ligamen    permiten    postular    que    estos    poseen    grupos    cargados

capaces    de    generar    campos    el6ctrioos    fuertes,    parecidos    al    grupo    carbonilo

o   al   dipolo   del   agua.   Las   barreras   de   energra   representarfan   zonas   alejadas

de   los   sitios   de   ligamen,    donde   el   campo   generado   por   sus   grupos   cargados

se  ha  debilitado  con  la  distancia.
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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.    Hemocya,nin    from

il/cga[fwra      cr€%#/a¢4      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     electrodif fusion      across      an      aqueous     pore      as     a     possible

mechanism  and  suggests  that  ions  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
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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  ion  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    f ree    energy    of    ions    at    the    binding    sites    a,nd    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      used      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.

xii



INTRODUCCION  GENERAL.

Todas   las   membranas   celulares   tienen   una   estructura   b6sica   com¢n

que   es   una   bicapa   lipfdica   cuya   continuidad   estf   interrumpida   por   mol6culas

de    proternas    (Singer     y     Nicholson,      1972).    Estas    protefnas    probablemente

interact6an     hidrof6bicamente     Con     log     lrpidos     porque     tienen     una     estructura

t,erciaria        que        expone        aminoacidos        hidrof6bicos        h`acia        el        exterior,

permitiendo     la     interacci6n     con     los     lfpidos     y     esconde    sus    zonas    polares

hacia    el    interior    de    la    mol6cula.       La    presencia    de   estas   proternas    permite

postular   que   puedan   ser   responsables   de   la   permea,bilidad   de   la   membrana   a

los    iones,     que    podrfan    pas'ar    a    trav6s    de    ellas:    actuarfan    como    canales

i6nicos.    La    naturaleza    proteica    de    log    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    e]    canal    de    K    de    retrculo

sarcoplasm6tico    (Miller    y    Rosenberg,     1979),     en    el    receptor    de    acetilcolina

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

Generalmente   los   canales   i6nicos  no  son  est,ructuras  est,6t,icas  sino  que

est6n  constantenente   cambiando  de  permeabildad.  Algunos  canales,   por  ejemplo,

el    del    receptor    de    acetilcolina    en    la    plaoa    not,ora   de   log   mdsoulos,    fluct6a

entre    dos     estados,     abierto    y    cerradc)     (Schindler    y    Quasi,     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).
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La   oonductancia   de   los   canales   que   ham   sido   detectados   en   diferentes

preparaciones   van   desde   5   -   10   pS   para   canales   de   Na   y   Ca   (Huang   G/   a/,

1984,     Ehrlich    Gf    aF/,     1984)    hasta    300    pS   para    algunos    canales    de    K    de

membranas   de   m6sculo   de   vertebrados   (Latorre   G/   ar/,    1982,).   Estos   6ltim6s

son,   adem6s,   altamente  selectivos  a  potasio.

Log  canales  i6nicos  son  selectivos,   no  son  compartidos  como  vfas  de  paso

par    todos   los   iones    (Latorre   y   Alvarez,    1981;   Latorre   y   Miller,    1983).   La

selectividad    de    log    canales    exp]ica    algunos    importantes    fen6menos    celulares,

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

c6lulas.

Mecanismos  de  transporte.

Es    f6oil   imaginar   al   canal   como    un   cilindro   lleno   de   la   soluci6n   que

comunica   un   lado   y  ot,ro  de  la  membrana.  Los  iones  pasarfan  por  ese  canal  por

mecanismos  similares  a   los  que   !os  hacen  moverse  en  el  agua.  En  ese  caso,   se

puede    calcular    el    radio    que    deberfa    tener    el    poro    para    dar    cuent,a    de    las

conductancias   encontradas   experimentalmente.   En   este   tipo   de   cflculo,   se  llega

a   que   un   poro   de   unos   100   pS   de   conductancia   en   una   soluci6n   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    habrfa    base   para   explicar

la   selectividad   entre   Na   (r=   0,095   nm)   y   K   (r=   0,13   nm)   en   t6rminos   del

radio  del   poro.

Adem6s   de   la   selectividad,    el   modelo   del   cilindro   lleno   de   agua   tiene

dificultddes     para     explicar     otros     fen6menos     observados.     For     ejemplo,      la
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conductancia    de    la    mayor fa    de    los    canales    se    satura   con    la    concentraci6n

i6nica       (Miller,        1983,       Latorre      y      Miller,       1983).      Evidentemente,       esLe

comportamiento    es    inexplicable    si    es    que    log    iones    se    mueven    par    simple
i

difusi6n,    ya   que   en   este   caso,    la   teorfa   predice   que   el   flujo   difusivo   es   una

funci6n  lineal  de  la  concentraci6n   (Goldman,   D.  E.,    1943).

Por    otra    parte,    para    un    poro    acuoso    el    flujo    de    iones    (corriente

el6ctrica)     es    una     funci6n    lineal    del    poLencial    aplicado    (Goldman,     D.    E.,

1943).    En    muchos    canales    las    curvas    corriente-voltaje    no    son    lineales,     lo

cual     hace     que     la     teorfa     de     electrodifusi6n     sea   `  insuficiente     para    explicar

el   mecanismo  del   transports   (Coronado  G¢   tz/,    1980,   White  y   Miller,    1979).

For   6ltimo,   estos   canales   no   son   s6lo   select,ivos   a   los   iones,   sino   que

pueden   ser   bloqueados   por   iones   que   no   pasan   a   trav6s   del   canal   o   que   lo

hacen    a    velocidades    muy    bajas.    En    otras    palabras,    oourren    fen6menos    de

competencia   ent,re   log   iones   por   el   canal   (Coronado   y   Miller,    1980;   Coronado

ef    a/,      1980;    Miller,     1983;    White    y    Miller,      1981).    Este    comportamiento

no   tendrfa   por   que   observarse   en   un   poro   que   dejase   pasar   libremente   iones

por  difusi6n  acuosa  a   trav6s  de  61.

Una   vis.i6n   altemativa   de   un   canal   es   imaginarlo   como   una   enzima   de

transporte.   Desde  el   punto  de  vista  termodin6mico  y  cin6tico,   lo  es,   ya  que  es

un    "catalizador"    que    est,a    disminuyendo    la    barrera    de    energfa    de    activaci6n

desde   unas   60  kcal/mol  para  la  bicapa  desnuda  (Parsegian,    1969),   a  memos  de

10    kcal/mol,     que    es    el    valor    que    podrra    dar    cuenta    de    las    conductancias

i6nicas   encontradas    experimentalmente.    Mirados   de   esta   manera,    Ios   canales

quedarfan    representados    por    protel'nas    que    tienen    en    su    interior    zonas    que
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aot6an  como  "sitios  de  ligamen"  a  log  iones.  El  mecanismo  de  transporte  serfa,

entonces,      en     todo     similar     a     los     mecanismos     de     reacci6n     enzim6tica

desarrollados      por      los      bioqufmicos:     presenta     saturaci6n,      competencia     e

inhibici6n  par  an6logos,   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

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

Sele¢tividad  i6nica

La   selectividad   de   un   canal   visualizado   como   una  secuencia  de   sitios  y

barreras   est,arf   dada   par   lag   diferencias   de   energfa   de   interacci6n   entre   los

diferentes   iones   y  el  canal.  C6mo  explicar  que  iones  tan  semejantes  como,   por

ejemplo,     sodio     y     potasio    puedan    interaotuar    ei`,     forma    ouantitativamente

diferente  con  el  mismo  sitio?

La   energra   de   interacci6n   entre   un   i6n   y   el   ligando   de   un   sitio   es   de

origen   electrostftico   y   depends   de   la   magnitud   del   campo   el6ctrico   generado

t,anto   en   torno   al   sitio   coma   en   torno   al   i6n   que   se   liga.   Los   iones   pequeHos

siempre   van   a    int,eraotuar    m6s   fuertemente   con   sitios   cargados,    ya   que   la

magnitud    del    campo    el6otrioo    depende    inversamente    del    radio    del    i6n.    Si

consideramos,      por     ejemplo,      a     los     oationes     alcalinos,      las     energfas     de

interacci6n   ser6n   mayores   para   el   litio   (r=   0.06   nm)   y   menores  para  el  cesio

(r=  0,17  nm).

Un   i6n   que   se   prepara   a   pasar   a   trav6s   de   un   canal   debs  abandonar



5

paroialmete  el  agua  que  1o  rodea.  Suponiendo  que  remplace  una  de  sus  aguas  de

hidrataci6n    par    el     ligando    del    sitio.     Ia    "preferencia"    por    el    sitio    estar6

dada   por   la   diferencia   entre   la   energfa   de   hidrataoi6n   y   la   de   int6raooi6n   con

el     sitio.     En     aquellos     sitios     que    generan     campos     el6ctricos    fuertes,     la

diferencia   entre   la   energfa   de   uni6n   al   sitio   y   al   agua   es   m6xima   para   el

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

una   baja   fuerza   de   campo,    ocurre   lo   oontrario:   la   seouenoia   de   selectividad

comienza    con    el    cesio    y    decrece    hasta    llegar    al    litio.    En    situaciones    de

energfas     de     oampo     intermedias,      se     generan     secuenoias     de     selectividad

intermedias,   que   no   son   monot6nicas   con   el   radio   de   log   iones;   de   todas   las

posibles  secuencias  imaginables  s6lo   11   pueden  surgir  de  este  modelo  y  son  las

6nicas  que  se  encuentran  experimentalmente  (Eisenman,   1965).

La   aplicaci6n   de   estos   conceptos   al   transporte   de   iones   a   trav6s   de

canales   permite   generar   una   explicaoi6n   para   el   fen6meno   de   selectividad,    si

se   acepta  .el   meoanismo   de   transporte   a   trav6s   de   un   sistema   de   sitios   de

ligamen   y   barreras   en   serie.   La   simple   interacci6n   electrostftica   de   los   iones

y    el   canal   genera    un    discriminador   i6nico,    no   por   su   tamafio   sino   por   la
I

magnitud  del  campo  el6otrioo  generado  a  su  alrededor.
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El   objetivo   del   presente   trabajo   es   explicar,   en  t6rminos  de  un   modelo

de    barreras    de    energfa.     Ias    propiedades    de    transporte    y    selectividad    de

bicapas   de   lfpidos   tratadas   con   una   protefna   formadora   da   oanales.   Ia   hemo

cianina.   A   pesar   que   esta   protefna   no   estf   formando   canales   i6nicos   en   los

organismos    en    que    se    encuentra,     los    canales    i6nicos    que    forma.    cuando

interaot6a     con     bicapas     artificiales     de     lf pidos     tienen     una     oonductancia

dra,m6ticamente    dependiente    del    potencial    el6ctrico    y    esta    conductancia    se

satura   Con   la   conoentraci6n   i6nica   (Latorre   Gf   a/, `  1975).     Estas   membranas

artificiales     tienen     igual     estructura     a     la     que     creemos     que     tienen     lag

membranas     biol6gicas     y     particularmente     el     canal     de     hemocianina,     tiene

oaracterfsticas    de    oonducci6n    comparables    a    lag    de        muchos    canales    de

membranas   biol6gicas,   por   lo   que   hacen   al   sistema   un   buen   modelo.   Tiene   la

gran   ventaja   sobre   estos   tiltimos   que   es   muy   ffcil  incorporarlo  a  la   bioapa  y

que   se    obtiene   comercialmente    en    forma    pura.    For   estas    razones,    es    un

sistema  muy  adecuado  para  desarrollar  modelos  de  transporte  que  mss  adelante

pueden  ser  ffcilmente  aplioados  a  canales  de  inter6s  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   (Cecohi  e¢  4/,

1981,    1982.    1984).   En   esta   tesis   se   presenta   una   recopilaoi6n   de   ellos   y   se

disouten    globalmente    desde    la    perspectiva    general    de    los    mecanismos    que

explican  el  transporte  y  la  selectividad  de  los  canales  i6nicos.
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La  hemocianina  es  una  protef na  que  se  encuentra  disuelta  en  el  plasma  de

crust6ceos  y  molusoos.  Es  un  transportador  de  oxfgeno.   de  alto  peso  molecular

(alrededor  de   1.000.000  en  crust6oeos  y   10.000.000  en  moluscos),   que  contiene

cobre   en   su   mol6oula.   Cuando   ]a   hemooianina  se   inouba  a  pH  >   8,   se  disocia

en    subunidades    (Van    Bruggen    Gf    a/,     1962,     1963)    y    el    tamafio    de    la

subunidad   depende   de   la   especie   de   donde   se   obtenga   la   hemocianina,   siendo

este  entre  75.000  en  crusL6ceos  y  alrededor  de  500.000  en  moluscos  (Senozan,

976).

Cuando   se   agrega   hemocianina   de   lapa   (il/Ggafa"  cre%t4/4f4)   a   la

soluoi6n   acuosa   que   bana   un   lado   de   una   bioapa   de   lfpidos,   se   produce   uh

aumento    de    la    oonductanoia    i6nica    de    la    bioapa    (Pant    y    Conran,     1972).

Alvarez   G¢   4/   (1975)   demostraron   que   la   oonductancia   aumentaba   a   saltos

discretos,    es    deoir,     formaba    canales    i6nicos.    y    la   oonductancia   del   Canal

se     saturaba    Con     la     conoentraci6n     i6nioa    de     la     soluci6n.     El     canal    es

selectivo     a     los     cationes     alcalinos     (Alvarez     ef     4/,      1977),     pero     su

selectividad     no     sigue     la     secuencia     de     las     movilidades     de     los     iones
i

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    hemooianina    muestra    una    ourva    corriente-voltaie    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
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mayores  que  50  mv  es  siempre  mucho  rna,yor  que  la  que  se  mide  a  potenciales

positivos   de   la   misma   magnitud.   Cuando   el   potencial   se   oambia  desde   cero  a

un    potencial    positivo,     la    corriente    se    relaia    hasta    su    valor    de    estado

estacionario    par    medio    de    un    proceso    que   tarda   segundos   o   minutos.   Sin

embargo,     si    se    observa    la    corriente    a    tiempos    muy    cortos    despu6s    de

aplioado    el    potencial,     cuando    no    ha    habido    tiempo    para    que    ocurra    la

relaj-aoi6n,    Ia   conduotancia   a    potenciales   positivos   es   todavfa   muoho   menor

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

no~lineales  (Latorre  G¢  a/,   1975).

Esta   curvas   corriente-voltage   contienen   informaoi6n   relativa   a   los

meoanismos   de   transporte   y   estructura   del   canal.   El   objetivo   de   est,e   trabaio

es   revelarla.    para   lo   cual   se   neoesita   construir   up   modelo.   La   hip6tesis   de

trabajo   propone   al   canal   como   una   secuencia   de   dos   sitios   de   ligamen   que

presenta  el   canal  a   log  iones,   separados  de   las  soluciones  acuosas   y   entre  sf

por   barreras   de   energfa.   Un   solo   i6n  es   permitido  a   la   vez   dentro   del   Canal,

restricoi6n     que     surge     inicialmente     de     consideraciones     electrostfticas     que

sefialan   que   la   oercanfa   de   dos   iones   del   mismo   signo   dentro   del   Canal   es

energ6tioamente    desfavorable    (Lauger,     1973).    Este    modelo    de    barreras    de

energfa    permite    escribir     las    ecuaciones    que    describen    el    f luio    i6nico    en

funoi6n     de     la     concentraci6n     i6nioa     y     del     potencial     aplicado,     y     ouyos

par6metros    son    los    valores    de    la    energfa    libre    del    i6n    en    los    sitios    de

ligamen  y  en  las  barreras.

Es   neoesario   realizar   una  serie   de   medioiones  tendientes  a  apoyar  la

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

Estas  son:
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a)  Establecer    cu€l    espeoie    es    la    que    forma    el    canal    (la    subunidad    o   el

agregado)   y   oufntas   de  ellas  intervienen.   La   idea   es  que  si  fuera  un  mol6cula

de   varios   millones      de   peso   molecular   serra   dificil. imaginar   que   aceptara   un

solo  i6n.

b)  Estimar   el   difmetro   del   canal.   La   manera   de   hacerlo   es   determinando   su

oonduotanoia   a   cationes   monovalentes   de   diferentes   tamafios.   Aquel   cati6n   de

menor   di6metro   que   produzca   una   conductancia   igual   a   oero   da   una   medida

aproximada   del   tamafio   del   Canal.   Experimentos  de   medidas  de   coeficientes   de

reflecoi6n    osm6ticos    usando    noelectrolitos    de    dif?rentes    tamaHos    dan    una
i

medida  independiente  del  difmetro  del  Canal.  La  idea  es  que  si  el  canal  es  muy

anoho  no  se  puede  suponer  que  aloie  un  solo  i6n.

o)  Estimar   la   longitud   del   canal   para   lo   cual   se   determina   la   magnitud   del

potenoial  el6ctrico  generado  cuando  se  establece  una  gradients  osm6tica  con  no

eleotrolitos  que  no  pasen  a  trav6s  de  la  membra,na.  La  idea  es  que  si  el  canal

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

ser  modelado  por  el  salto  de  una  sola  barrera.

Una  vez  oomprobado  que  las  dimensiones  del  Canal  no  son  oontradictorias

Con   la   hip6tesis  de   un   s6lo  i6n  a  la  veg,   se  construir6  el  modelo  para  lo  cual

se  necesita:

1.-Hacer       curvas       corriente       voltaie       experimentalmente       a       diferentes

conoentraciones  de  iones.

2.-Escribir    ecuaciones    oin6ticas    que    den    cuenta    de    las    curvas    corriente-
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voltage   medidas.   Obtener.    por   aiuste   de   ourvas,    los   par6metros   energ6tioos

de  los  sitios  de  uni6n  y  de  las  barreras  del  canal,   para  diferentes  iones.

3.-  El  coniunto  de  par6metros  encontrados  de  esa  manera  se  utiliza  para  haoer

algunas   prediooiones   que  se  oomprueban  mediante  experimentos  independientes  y

que  Son:

a)  Curvas  oonductancia-concentraci6n  en  un  amplio  rango  de  concentraciones.

b)  Competencia  entr8  tones  que  se  oonduoen  a  velocidades  diferentes.

c)  Curvas    corriente-voltaie    en    membranas    hechas    de    diferentes    olases    de

lfpidos.   que  tienen  diferentes  potenciales  de  superfi,oie.

d)  Raz6n   de   permeabilidades   a   log   diferentes   cationes   alcalinos,   que  surge  de

la  medici6n  de  potenciales  bii6nicos.

Una  vez  que  se  oomprueba  la  validez  del  `modelo,   analizar  los  valores  de

las   energfas   encontradas   en   I,6rminos   de   la   interaoci6n   de   log   iones   Con   la

hemooianina,      para     obtener     informaci6n     sobre     el     tipo     de     ligandos     que

constituyen  el  Canal.
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METODOS

Todos    log    experimentos    se    realizaron    incorporando    el    Canal    de

hemocianina   en   bicapas   de   lfpidos.   Para   ello,   primero   se   forma   la   bicapa   en

una  cfmara  de  de  dos  compartimientos  separados  por  una  16mina  de  t.efl6n  Con

una   perforaci6n      central   de    0.3   mm   de   difmetro   (ver   Figura    1).      Ambos

oompartimientos        se         llenan         Con    3    ml    de    una    soluci6n    que    consiste

rutinariamente     en      la     gal      de     sulfato     de     oualquiera     de     los     cationes

monovalentes   empleados,   tamponada   con   Tris-Cl   5   mM.    pH   7,0.   Sobre   lag

soluciones   se    forma    una   monocapa   agregando    10  ,-   20   #1   de   una   soluci6n

de   lrpidos   de   frejol   de   soya   (Asolectin,    Sigma   Chemical   Co.)   y   oolesterol

(Sigma    Chemical    Co.)    (1/I,    raz6n   molar)    en    hexano   Con    5%   de   decano.

Subiendo     los     niveles     de     lag     soluciones     mediante     ieringas.      se     consigue

formar    una    bicapa    de    lf pidos    en    el    aguiero    que    queda    separando    ambos

compartimientos   (Ta,kagi   G¢   4/,    1965   y   Mont;I   y   Mueller.    1972).   Mediante

un   par'de   electrodos   de   Ag/Agcl   se   coneota   un   lado   de   la   cfmara   a   un

generador    de    funciones    comandado   por   un   computador   digital    (lado   fr4#S)

y    el    Otro    a    un    conyersor    corriente-yoltage    que   mantiene    a   potenoial   cero

a    este    lado    de    la    cfmara    (lado    c;J>).    Con    este    par    de    electrodos    es

posible    i ijar    la    dif erencia    de    potencial    y    registrar    la    corriente   que    circula

a    trav6s   de   la   membrana.   El   conversor   produce   un   potencial   a   su   salida

(Vo)    proporoional    a    la    oorriente    que    pasa    por    la    membrana,     Con    una

sensibilidad    de    1    nA/V.   La   salida   del   conversor       es   amplificada   y   puede

entregarse   a   un   oscilosoopio,    un   sistema   de   adquisioi6n   de   datos   oomandado
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par  el  computador  a  a  un  registrador  de  papel  (ver  Figura  2).

La   formaci6n   de      la   bicapa   se   visualiza   aplicando      un   tren   de   pulsos

cuadrados     de   potencial  el6ctrioo  de  poca   amplitud   (alrededor   de   1-10  mv)   y

mirando    la    corriente    que    sale    del    amplificador    en    el    osciloscopio.    Estos

pulsos    generan    corrientes    capaoitivas    transitorias    en    la    membrana    en    el

borde    inioial    y    el    horde    final    de    log    pulgos,    de    ouya    integral    se    puede

calcular    la    oapaoidad    el6ctrica    de    la    membrana    en    formaci6n.    El    di6metro

del   agujero   se   determin6   con   un   microsoopio   provisto   de   un   ocular   graduado

para   calcular   el   area   de   la   membrana.   Todos   los   experimentos   se   realizaron

en    bioapas    cuya    capacidad    era    mayor    que    0,4    ¢F/cm2.    La    conduotancia

basal   de   la   membrana   asf   formada   se   determinaba   midiendo   la   corriente   que

oirculaba    a    trav6s    de    ella    al    aplicar    un   potencia,I   constante   de   -50   mv.

Todos    log    experimentos    se    realizaron    en    bicapas    cuya    conductanoia    basal

fuera  inferior  a  20  pS.

Una,   vez  hecha   la   bicapa,   se  agregaba  la  hemocianina  en  el  lado  a;s  de

la   c6mara,    hasta   alcanzar   concentraciones   finales   que   variaban   entre   1   y   10

#g/ml,   segtin   fuera   necesario.   La   hemooianina  (99%  pura)  se  mantuvo  disuelta

en   Kcl   0.5   M.   La   incorporaci6n   de   la   hemocianina   se   visualizaba   como   un

incremento    de    la    corriente    que   pasa   a    trav6s   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   apareofa   coma    un

aumento    gradual    de    la    corriente    (Con    ba,ja    sensibilidad)    o    se    resolvfa    en

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

Se   define   como   oorriente   positiva   a   aquella   producida   por   un   fluio   de
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cationes   desde   el   lado   fr4ns   hacia   el   lado   cJ;S   (en   respuesta   a   un   potencial

positivo  aplioado  al  lado  fra#S).

(El  texto  contintia  despu6s  de  la  Fig.  2).
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Lade   trans Lade    cis

Agu j eras

para      jeringas

FIGURA I

Esquema,  de  la €imara  de  bi¢apas.

La      c6mara      consiste   de   dos   oompartimientos   de   3   ml      cada      uno

separados      por   un   septum  rfgido   de   tefl6n   al   oual   se   adhiere     una   16mina   de

tefl6n   delgado   con   una   perforaci6n   Central.   Las   paredes   de      la   c6mara   est6n

perforadas   y   log   agujeros   se   conectan   con      la   soluci6n   interior   para   colocar

las  jeringas  y  los  eleotrodos  (ver  Texto).
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`J   GENEF]ADOR    DE

FUNCIONES

CONVERSOR
COR R I E N T E -V OLTAJ E

Rf

II

I

t rans cis

M  E M  a F] A N A

FIGURA  2

A

Esquema   de  lag  €one¢€ione8  el6¢tri€a8  de  la,  cima,Ta  de  bi€apas.

Log  electrodos  son  de  Ag/Agcl.  El  generador  de  funciones  oonsiste  en  un

conversor   digital-an6logo   oomandado   por   un   oomputador   digital,   construfdo   en

el  laboratorio  para  tal  efecto.
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I.     Elperimentos     disefiados     para     estudiar     la     sele¢tividad     del     canal.

La   selectividad   se   estudi6   midiendo   la   oonductancia   del   Canal  rfuico   e'n

todos   log   cationes   alcalinos   y   calculando   la   raz6n   de   permeabilidades   a   partir

de  la  medici6n  del   potencial   que  se  genera   cuando   la  bicapa   separa   soluciones

de  la  misma  concentraoi6n,   pero  diferente  cati6n  (potenoial  bii6nico).

1.  M®dici6n  d®  la  conduGtanSia  dol  canal  anico.

A

Una  vez  agregada  la  hemocianina,   se  mantuv6  el  potencial  constante  deI

-50   mv   y   se   esper6   registrando   continuamente   la   corriente,   para   lo   cual   se

utiliz6   un    amplificador   con   sensibilidad    de    10   pA/V.   La   sefial   era   filtrada

a   la   salida   con   un   filtro   pasa   baio   de   50   Hz   y   Son   el   sistema   era   posible

medir    corrientes    tan    chicas    como    2    pA.    La    incorporaci6n    de   canales    se

visualizaba   como   saltos   en   el   nivel   de   corriente.      Un   sistema   de   adquisioi6n

de   datos   comandado   par   el   computador   estaba   encargado   de   almacenar   los

resultados   en   ointa   magn6tica   a   disco   para   posterior   medida   de   la   amplitud

de   la   corriente   de   estos   saltos.      El   estudio   de   conductancia   del   canal   tinico

se   hizo   para   todos   log   iones   alcalinos   y   amonio   en   ooncentraciones   de   las

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

2.   Medi¢i6n  de   poten€ialeB  bii6ni¢oB.

En     estos    experimentos,       la    bicapa    se    form6      separando  soluciones

50   mM   de  sulfato  de   potasio   a   un  lado   y   del  sulfato  de   cualquiera     de     log

iones      alcalinos      en      el      otro,   a     la     misma   ooncentraci6n.     Un  int.erruptor

conectaba    el   electrodo    del       lado       cjs   con   el       conversor   corriente-voltaje



17
L

descrito   en   la   Fig.   2   o   con   un   electr6metro   de   alta   impeda,ncia   de   entrada

(Keithley   Inst.       Co.   Modelo   602)   para   medir       la      diferenoia   de   potencial

entre     ambos     compartimientos.  Despu6s  de     agregar  la  hemocianina,   se  medra

la  corriente   y  se  esperaba  hasta     que     se     hubieran  incorporado     a     lo  memos

100   oanales;      entonces,    la      membrana      se   conectaba      al   electr6metro   y   se

medfa     el     potencial    que    surgfa    en    estas    condiciones    de    oircuito    abierto.

Luego   se   romp fa   la   membrana   para   medir   el   potencial   en   ausencia   de   ella,

debido    a          posibles         diferencias    de     potenoial    entre    los    electrodos.    Se

hicieron        lag    correcciones        neoesarias    debidas    al    potencial    de    iuntura    que

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

diferente  movilidad  en  agua.

11.  Elperimentos disefiados para estimar  lag dimensignes del canal.

El   ta,mafio   del   Canal   se   estim6   determinando   la  especie   quf mica   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   di6metro   y   la

longitud   del   polo.   Esto   ¢ltimo   se   llev6   a   cabo   midiendo   la   conduotanoia   a

cationes   org6nicos   grandes   y   determinando   la   magnitud   del   potencial   de   flujo

producido  por  gradientes  de  noelectrolitos  de  lama,fios  oonooidos.

I.   D®t®rmin.ci6n   d®   I.   a.p®ci®   qu®   formal   ®1   canal.

Se   llev6   a   cabo   midiendo   la   rapidez   de   incorporaci6n   de   canales   en

funci6n     de     la    conoentraci6n     de     hemocianina,     en             membranas             de

glicerolmonooleato     :    oolesterol     1/1     (raz6n         molar).        La    hemocianina    se

preincub6   a   pH   7,0   6   8,5.       seg¢n   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  sometl'a  a,     un  tren     de  pulsos  de  -10  mv  de  amplitud  y  5  s  de

duraci6n,       con   una   frecuencia   de   uno   por   minuto,   durante   por   lo   memos,    10

minutos.   La   corriente   que   circulaba   a   trav6s   de   la   bicapa   se  amplificaba   Con

un   sistema   de   baia   sensibilidad   (100   pA/V)   y   se   registraba   en   papel.   Las

mediciones    se    hicieron    a    varias    concentraoiones    de    hemocianina.    De    log

gr6ficos    de    corriente    en    funci6n    del    tiempo    se    calculaba    la    rapidez    de

inoorporaci6n   de   hemocianina   a   la   bicapa   en   funci6n   de   la   concentraci6n   de

hemocianina.                                                                                   ,

2.      Eotim.ci6n      d®l      dilm®tro      par      m®di¢i6n      d®      h      conductancia      ®D      cation®i

DonoTal¢nte.  €raDdel.

A,

Se   determin6   la   conductancia   del   canal   tinico   en   membranas  heohas  en

soluciones    de    sulfato    de    log    siguientes    cationes    orgfnicos:    hidroxilamonio

(OH-NHS+),    etanola,monio    (CH20H-NH4+),    tetrametilamonio    ((CH8)4-N+).

y    Tris    (tris-hidroximetil-aminomeLano).    La    medici6n    de    la    conduotancia    se

hizo   de    la    misma    f orma   descrita   anteriormente   para   los   cationes   alcalinos

(ver  punto  11).

3.      E®tim.ci6n      d®l      di6m®tro      I      I.      longitud      por      m®dici6n      d®      pot®ncial®.

d.  rlujo.

Se      midieron   log   potenciales      de      i luio      generados      por      gradientes

osm6ticas  de  no     eleotrolitos     de  diferentes     tamaHos  en        membranas       con

hemocianina.     La  membrana  se  formaba     separando     soluciones  asim6trioas:  el
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lado  a;S  oontenfa  sulfa,to  de   potasio   50  mM   y  el   fra#S,   esta  misma  soluci6n

mss     el     noeleotrolito     en     concentraciones     de     alrededor     de     2     M.     Los

no8leotrolitos    usados    fueron:    glucosa,     urea,     acetamida    y    formamida.    La

hemocianina   se   agregaba   al   lado   c;S.   Cuando   se   habfan   incorporado   mfs   de

100   oanales,    la   cfmara   se   oonectaba   a   un   electr6metro   de   alta   impedancia

(de   la   misma    forma   desorita   anteriormente   para   la   medici6n   de   potenciales

bii6nicos    en    el    punto    12),     y    se         medfa    el    potencial    a    trav6s    de    la

membrana.  Luego.   Ia  membrana  se  rompfa   y  se  medfa  el  potencial  en  ausenoia

de    ella    para    restar    posibles    diferencias    de    potencial    entre    log    electrodos.

Se    tomaban    muestras    de    la    soluci6n    de    noelectrolito    para    determinar    su

osmolaridad  en  un  osm6metro  de  presi6n   de  vapor   (Wescor   Inc.,   UT,   modelo

5100   8,    gentileza   del   Dr.   Jos6   Valencia).   Tambi6n   se   midi6   el   potencial   de

diluoi6n    generado   por    la   permeabilidad   de   la   bicapa   al   agua,    determinando

el    potencial   en   bicapas   tratadas   con   valinomicina.   Este   6ltimo   potencial   se

rest6   a   aquel   medido   en   presencia   de   hemocianina    (ver   explicaoi6n   de   este

punto  en  Resultados).

Log    potenoiale§    de    flujo    fueron    utilizados    para    estimar    tanto    el

di6metro    coma    la    longitud    del    poro.    El    di6metro    se    est'ima    directamente

conociendo     el     dig metro     del     noelectrolito     m6s     pequeno     que     muestra     un

coeficiente   de   reflexi6n   menor   que   uno.   La   longitud   se   puede   calcular   de   la

magnitud   del   potencial   generado   por   noelectrolitos   que   no   pasan   por   el   canal

de  acuerdo  a  Rosenberg  y  Finkelstein,   1978.
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Ill. La  corriente  en  lun¢i6n  del  potencial  apli¢ado.

I.  CurTae  €orriente-Voltaje  ine..ntinea8.

En   log   experimentos   descritos   hasta   ahora,    el   factor   temporal   de   la

medici6n    no    era    importante:    solamente    se    querra    medir    la    amplitud    de   la

oorriente    en    estado    estacionario,    sin    importar    el    tiempo    que   demoraba   dn

establecerse   la   corriente   a   trav6s   de   la   membrana.   Log   potenoiales   usados

hasta   ahora   ham   sido   siempre   negativos   y   menores   que   50   mv    :   a   estos

potenoiales,      la      conductancia      del      Canal      es     constante      en     el      tiempo.

En    log   experimentos   que   describir6   a   continuaci6n,    disefiados   para

estudiar    la    relaci6n    oorriente-voltaje    instantfnea,  ,se    recorrerf    el    intervalo
I.

de   potenciales   entre   ±250   mv.   Est6   demostrado   que   a   potenciales   positivos

la    oonductancia    del    canal    cambia    en    el    tiempo    (Latorre    Gf    4/,     1975).

Par   lo   tanto.    es   necesario   haoer   las   curvas   i/V   instant6neas   midiendo   la

corriente    a    tiempos    muy    cortos   despu6s   de   aplicar   el   pulso   de   potenoial,

para    que    el    prooeso    que    haoe    cambiar    la    conduotancia    a    log    potenciales

positivos  no  tenga  tiempo  de  oourrir.

Lag  curvas  se  hicieron  midiendo  la  corriente  que  pasaba  a  trav6s  de  una

bicapa   con   muchos   canales   (de   manera   que   se   pudieran   medir   corrientes   del

orden  de   log   nanoamperes)   cuando  se   le   aplicaban   pulsos  de   amplitud   variable

y   de   1,5  ms  de  duraci6n.  En  esta  escala   temporal,   las  corrientes  capacitivas

que    surgen    en    el    borde    inicial    y    el    borde    I inal    de    los    pulsos   interfieren

con    lag    corrientes    i6nioas    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     a     un     circuito     que     la     simulaba     mediante     resistencias     y

condensadores     variables.     La     corriente     capacitiva     que     salra     de     ambos

sistemas    se   entregaba    a    sendos    conversores    corriente-voltaje    cuyas    salidas

se    entregaban    a    un    amplificadoT    diferencial    de    corTiente,     de    acuerdo    al

circuito   descrito   por   Alvarez   y   Latorre,    1978   (Ver   Figura   3).      que   ten fa   un

tiempo   de    respuesta    de    1    17..    Para   calibrar,    se    hacfa    la    membrana   y   se
I

sometra  a  un  then  de  pulsos  de   100  mv  de  amplitud  Con  una  duraci6n  de  unos

10   ms   y   una   frecuencia   de   100   s-I.      La   corriente   que   salfa   del   amplificador

diferencial    se    miraba    en    un    osoiloscopio    y    los    valores    de    R    y    a    del

circuito      simulador      se      variaban      hasta      abolir   `   la      corriente      capacitiva

transitoria   en   el   borde   inicial   y   en   el   borde   final   de   log   pulsos.   Con   este

sistema,     se     aseguraba     que     lag    corrientes    a     la     salida    del    amplificador

diferencia,I    f uesen   solamente   aquellas   debidas   al   i I,ujo   de   iones   a   trav6s   de

la  membrana.

Luego  se  agregaba  hemocianina     hasta  obtener  corrientes  del  orden  de   1

nA    y    se    aplioaba   un   tren   de    pulsos   de   potencial       el6ctrico   que   variaban

entre   -250   y   +250   mv.   con   intervalos  de   1   mv,   y   de   1,5   ms  de  duraci6n.

Un   sistema   de   adquisici6n  de  datos  comandado  por     el     computador     tomaba

una      muestra      de      la      corriente      a   la   salida   del   amplif icador   diferencial   a

cada   potencial,    I   ms   despu6s   de      aplica,r   cada      pulso   y   la   almacenaba   en

forma      digital      en      una   memoria     donde     podf a     ser   sumada   con     muestras

de  experimentos  suoesivos.

Con   este   m6todo  se  obtuvieron  curvas     corriente  voltaje  en  membranas

hechas   con   lfpidos   de   frejol   de   soya   en   soluciones   de   sulfato   de   todos   log

cationes    alcalinos    a    diferentes    concentraciones,     y    se    normalizaron    con    el
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valor    de    la    conductanoia   del    canal   tinico   a    -50    mv    que       habfa       sido

determinado   anteriormente,    ya    que   la    magnitud   absoluta   de   la   corriente   en

estos   experimentos   depende   del   n¢mero   de   canales   en   la   membrana,    variable

inoontrolable,    y   por   1o   tanto.    no      pueden      ser   comparadas   directamente   al

cambiar  de    i6n    y    de  concentraci6n.

(El  t,exto  contintia  despu6s  de  la  Fig.  3).
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FIGURA 3

Esquema   del   circuito   para   suprimir   lag   corrienteB   capacitivas   transiSorias.

Tanto    la  membrana  (rama  Superior)  coma  el  cirouito  que  la  simula  (rama

inferior}    reciben    la    misma    funci6n    de   potencial.       Antes       de    aglegar       la

hemocianina,        log     valores  de  R  y     C     del     circuito  anflogo     se     ajustaban

hasta  que  la  salida  del  amplificador  diferencial  fuera  cercana  a    cero.
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i.   M.dicion®I   rlpid.I  d®  corri®nt®.

La   no   linearidad   de   las   curvas   oorriente   voltaje   obtenidas   con   los

experimentos     descritos     arriba     (vcr     Resultados)     hizo     necesario     que     se

controlara   la   posibilidad   que   aun   esos   experimentos   fuesen   demasiado   lentos.

En    otras    palabras,     era    neoesario    descartar    la    posibilidad    que    el    canal

estuviera   cambiando   de   estructura   muy   r6pidamente   en   respuesta   al   potencial

aplicado,   y   que  ese   cambio   de  estructura   fuera   el   responsable   de   la  asimetrfa

de    la    curva    corriente    voltaje.    En    este    oaso,     la    asimetrra    de    la    curva

corriente    voltaie    se    deberfa    a    una    dependencia    de    la   conductancia    con   61

tiempo  y  no  con  el  potencial  aplicado.

Para  estudiar  la  dependenoia  temporal  de  la  conduotancia,   una  membrana/
tratada  con   hemocianina   se  sometfa  a   trenes  de   128  pulsos  de   50,    100  6   175

mv,    de   polaridad   alternada,    que   duraban   40   ps   oada   uno.   La   corriente   se

registraba     con     el     mismo    sistema    para     abolir     las    corrientes    capacitivas
4

desorito   antes,    y   era   digitalizada   por   un   conversor      an6logo-digital   Con   una

frecuenoia    de     1     MHz     (Biomation.     Cupertino,     Calif .,     modelo    610-a)    y

almaoenada   en   una   memoria   de   256   palabras   de    16   bits.   Como   log   pulsos

eran   de   polaridad   alterna,da,    lag   corrientes   positivas   y   negativas   se   sumaban

sucesivamente    en    la    memoria.    Si    eran    iguales,     el    resultado    fina,I    debiera

haber    sido    cero.    Si    habfa    alguna    diferencia    entre    la    corriente    positiva    y

negativa   en   esta   escala   temporal,    entonoes   el   oontenido   de   la   memoria   al

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

lag  corrientes  negativa  y  positiva.
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3.   Ajuetc  d¢   lag   €urTaB   €orriente   Toltaj®  a   un   mod¢lo   t®6rico.

Las    ourvas    corriente    voltaje    obtenidas    experimentalmente    f ueron

aiustadas   a   un   modelo   propuesto   para   est,e   canal   que   establece   una   funci6n

entre   la   corriente   y   el   potencial   desorita   por   7   parfmetros.   Pa,ra   encontrar

el    valor   de   estos       par6metros   se   utiliz6   el   m6todo   de   ajuste   no   lineal   de

Gauss-Newton,    modificado    por    Hartley    (Chrisman    y   Tumolillo,     1969).   Un

computador        digital    programado        para        tal        efecto   calcula       la   corriente

te6rioa    para    oada    potencial    con    un    conjunto    de    estimaoiones    iniciales    de

log   par€metros.   Compara   el       resultado      con      el   valor   experiinental   e   inicia

un      oiclo      de   c6lculo      reiterativo      hasta   enoontrar   el   mejor      ajuste      entre

el   resultado      te6rico      y   el   experimental,       usando   coma      criterio     la   mfnima

suma      de   cuadrados.      Esto   se   repiti6   para   cada   i6n   y      dio   como   resultado

conjuntos   de   log   mejores   parfmetros   del   modelo      que   ajustan      las         curvas

corriente    voltaie    experimentales.             El         m6todo         utilizado         da        como

resultado         el   par6metro      y      su      desviaoi6n      standard,       ademfs      de     la

suma    de  ouadrados    final.

IV.  Elperimentos  di8efi&dog  para.  prol)&T  el  modelo.

El  modelo  permits  hacer  predicciones  de  coma  cambia  la  conductancia  del

canal   6nico   en   funci6n   de   la   concentraci6n   del   cati6n,    la   disminuci6n   de   la
A

conducta,ncia   del   canal   6nico   cuando   dos   iones   compiten   dentro   del   canal,   la

corriente    en    funci6n    del    potencial    en    membranas    hechas    de    lfpidos    con

diversa   carga   de   superfioie    y    log   potenciales   bii6nicos   generados   ouando   la

membrana      separa     soluciones     de     diferentes     composiciones     i6nicas.      Las

predicciones   te6ricas   calculadas   del   modelo   se   compararon   Con   los   resultados
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de  los  8xperimentos  correspondientes.

1.  nel.€i6n  condu.tan€ia-conc®Dtr.ci6n.

Log  experimentos  estfn  descrito§  anteriormente  (ver  punto  11).

2.   Pot¢ncial¢8   bii6nicoe.

Log  experimentos  estfn  descritos  anteriormente  (ver  punto  12).

3.  Cur"  corri®nt®  Toltaj®  ®n  m®mbr.n.I  .in  c.rga  .up®rfici.I.

La   medici6n   de   la   corriente   instant6nea   en   funci6n   del   potencial   se

hizo   de    la   misma   forma   descrit,a   antes    (en   el   punto   1111),    pero   utilizando

fosfatidiletanolamina    en    vez    de    lrpidos    de    f rejol    de    soya,    para    hacer    la

bicapa.     La     fosfatidiletanolamina     es     un     lfpido     neutro     al     pH     de     los

experimentos,       en       oambio,       log       lrpidos       de       freiol       de       soya       t,ienen

fosfatidilserina,   cargada  negativamente  a  pH  7,0.

4.       Medici6n       de       la       conductancia       eel       Canal       tini¢o       en       DelelaB       d®

pot..io  I  litio.

La  medici6n  se  llev6  a  cabo  de  la  misma  forma  descrita.  en  el  punto  11,

pero   en   mezclas   de   sulfato   de   potasio   y   de   litio.   Se   hicieron   tres   series   de

experimentos,    con    sulfato    de    potasio    50,     100    y    200   mM    y   variando   la

concentraci6n   de   sulfato   de   litio   entre    10   y    200   mM.   Las   soluoiones   eran

iguales  a  ambos  lados  de  la  membrana.
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9.        Potcn€i.l®I        bii6nico.        en        membr.na.        qu®        lep.ran        .olucionee        d®

difer®nt®  ¢oncentra¢i6n.

Las   mediciones   se   hicieron   como   se   describe   en   el   punto   12,   pero   en

membranas  que  separaban  soluciones  de  sulfato  de  potasio   14.3  mM  en  el  lado

c;S   de   soluciones   de   sulfato   de   potasio   o   de   litio   en   oonoentraciones   que

variaban  entre  2  y   100  mM  en  el  lado  ¢ra#jl.
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RESULTADOS

Cuando  se  agrega   hemocianina  a   la   soluci6n   que   bafia   a   una   bicapa  de

lfpidos,   la   permeabilidad   de   la   membrana   aumenta.   Esto   se  observa  como  un

aumento   de  la  oorriente  que  pasa  a  trav6s  de  la  bicapa,   a   potencial  el6ctrico

constante.     Si     se     utiliza     un     sistema     de     medici6n    de     corriente    de    alta

sensibilidad   (que  puede  medir  corrientes  del  orden  de` I  pA),   se  puede  observar

qua   la   corriente   crece   a   saltos,    todos   del   mismo   tamafio;   cada   salto   es   la

formaci6n   de   un  canal.   El  resultado  de   un   experimento  tfpico  de   incorporaci6n

de   oanales   a   una   bioapa   se   muestra   en   la   Figura   4.   La   oorriente   que   circula

por  el  canal  que  se  muestra  en  la  figura.  es  de  20  pA,   es  deoir,   est6n  pasando

1,5    x    108    iones/s.    Este    ntimero    es   demasiado   alto   para   postular    que   la

hemocianina   ligue   iones   en   soluci6n    y    luego    los   transporte   a   trav6s   de   la

bicapa,   como   lo  hacen   oompuestos.   como   la   valinomioina   o   la   nonactina,   que

se   ham   denominado   transportadores   (Carriers),    Las   velocidades   de   transporte

de   iones   a    trav6s    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.

Condu€tancia  del  canal  dnico.

Cuando   se   mide   la,   conduotanoia   del   Canal   para   log   diferentes   cationes

alcalinos    y    a    diferentes    conoentraoiones    se    encuentran    los    resultados    que

aparecen   en   la   Figura   5.   Se   observa   que   la   conductancia   no   es   una   funci6n
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I.ineal    de    la    concentraoi6n    i6nica    sino    que    es    una    funci6n    hiperb6lica,    lo

que    se    puede    interpretar    como    que    el    Canal    es    una    estructura    que    tiene

sitios   especffioos   de   ligamen   para   los   tones   (ver   Introducoi6n   General).   Log

puntos   experimentales   que   aparecen   en   la   Figura   5   pueden   ssr   relativamente

bien    descritos    por    una    funci6n    hiperb6lica    simple,    lo    cual,     de    acuerdo    a

Lauger,    1973,   permite   oonolufr   que  el   canal   no  puede  cont,ener   mss  de   un   i6n

a  la  vez.  Log  parfmetros  ga   y  Ko,6,   conductancia  m6xima  y  concentraci6n  a  la

cual   se   alcanza   una   conductancia   igual   a   la   mitad   de   gin,    respectivamente,

que   se   obtienen   del   aiuste   de   lag   hip6rbolas   equil6teras,    usando   un   m6todo

de   ajuste   no   lineal   para   todos   log   cationes   alcalinos   estfn   resumidos   en   la

Tabla   1   y  se  usaron  para  dibuiar  las  ourvas  de  la  Fig.  5.

(El  texto  contintia  despu6s  de  la  Tabla   1).



JthMtt
'
ulHwrtyT

IJI-

FIGURA 4

V  --  -7 0  mv

KC'I     0,5   M

20

In¢orpora€i6n de  hemocia.Dim  en  una  bi¢apa lipidi¢a.
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La   membrana  se   hizo  en  una  soluci6n  de  Kcl   0.5  M,   Tris-Cl   5  mM,

pH   7.  El   potencial   aplicado  es  de   -70  mv.  Lag  flechas  indioan  log  saltos  de

oorriente  debidos  a  la  inoorporaci6n  de  log  canales.
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Rela,¢i6n  condu¢tan¢ia-¢on¢entra,¢i6n  del  Canal  de  hemo€ianina  a  log  distintos

cationes al¢alinos.

La   conductancia   se   midi6   de   log   saltos   de   corriente   debidos   a   la

formaoi6n   de   canales   en   soluciones   50   mM   de   las   sales   de   sulfato   de   los

ca,tiones    que    se    indican.   Los   puntos   son    los   valores   experimentales    y    las

curvas   son   el   resultado   del   ajuste   de   funciones   hiperb6licas   cuyos   parfmetros

apareoen  en  la  Tabla   1.

Li,   (11);  Na,,   (X);  K,   (.);  Rb,   (I);  Cs,   (o);  NH4,   (+).



TABLA  1

Conductancia  m£Iima  y  Ko,6 del  canal  de  hemocianina  a  log

cationes  al¢alinos.
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Log  valores  son  log  resultados  del  ajuste  de  una  hip6rbola  a  log  datos  de

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

par6ntesis.

CATION

(pS)

37     (  4)

170     (   7)

270     (  6)

267     (12)

176     (   8)

215     (  6)

25,6    (9,8)

37,5     (5,6)

48,8     (3,5)

43,3     (6,5)

37,4     (5,9)

26,4     (2,0)



Selectividad  del  canal.
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La  selectividad  del  canal  a  dif erentes  iones  se  puede  det,ermina,r  mediante

dos  olases   de  experimentos:   midiendo   la   conductancia   del   canal   a   dichos   iones

o   midiendo   el   potencial   que   se   genera   a   t,raves   de   una   membrana   tratada  con

hemocianina    y    que    separa    soluciones    de    igual    ooncentraci6n    pero    distinto

cati6n  (potencial  bii6nico).

Conductan¢ia  del  canal  tinico.

La   seouencia   de   seleotividad   que   se   obtiene   para   gn   a   -50   mv   en  la

Tabla    1   es   K   >   Rb   >   NH4   >   Cs   >   Na   >   Li.   Adem6s,    en   la   Figura   5

se   observa   que   la   secuencia   de   selectividad   depende   de   la   concentraci6n   de

iones:   a   concentraciones   mayores   que   0,05   M,   la   secuencia   corresponde  a   la

secuencia   de   gin,    Pero   a   concentraoiones   menores   que   0,05   M,    el   canal   es

m6s   permeable  al  amonio  que   a   todos  log  dem6s  iones.  M6s  adelanLe  veremos

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

a  otros  potenciales.

Ra[one.  de   peTDeabilidad.

Lag  razones  de  permeabilidad,   Px/PT,     determinadas  a  partir  del  potencial

bii6nico,   Vo,   est6n  dadas  por  la  relaoi6n:

Px/PT  =  exp  (-Vo  .  F/RT)

donde  R,   T  y  F  tienen  sus  significados  habituales.

£

(1)
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La   Figura   6   muestra   un   registro   trpico   de   potencial   bii6nico   medido   de

acuerdo  al  m6todo  desorito  anteriorment,e.

Cuando  se  mide  el  potencia.I  generado  entre  sulf atos  de  potasio  y  de  todos

log   dem6s   oationes    aloalinos,    se   obtienen   las   razones   de   permeabilidad   que

aparecen   en   la   Tabla   2.   La   seouencia   de   seleotividad   es   NH4   >   Rb   >   K,  >

Cs  >  Na  >  Li.

Lag   secuencias   de   seleotividad    son   dif erentes   si   se   determinan   por

medidas   de   conductancia   a   de   potenciales   bii6nicos`.   La   disorepancia   entre   la

secuencia   de   selectividades   medidas   por   los   dos   m6todos   y   la   dependencia   de

lag   secuencias   de   selectividad   Con   la   ooncentraci6n   i6nica   son   indicadores   que

el    mecanismo    de    transporte    no    es    el    de    Lna    simple    electrodifusi6n    (ver

Introducoi6n).

(El  texto  oontintia  despu6s  de  la  Tabla  2)
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Registro del potencial  bii6ni¢o en urn membrane tratada   con  hemo€ianina.

Lado   c;j;:   K2S04   50   mM;   lado   ¢r¢#Jr:   Li2S04   50   mM.   El   potencial   se   midi6

en    el    lado    c;jr.    Las    puntas    de    flecha    indican    el    momento    en    que    la

cfmara     se     conectaba      al     voltfmetro      (verA   M6todos).     La     conductancia

de  la  membrana  era  mayor  que   10-8  S  a  -50  mv.



TABLA  2
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Razones   de   permeabilidad   medidas   por   poten¢iales   bii6nicos   eh   membranas

tratadas  Con  hemocianina.

La  membrana  se  formaba  separando  una  soluci6n  50  mM  de  K2S04  en  el

lado  c;S  de  una  soluoi6n   50  mM  del  sulfato  de  cualquiera  de  los  otros  cationes

que   apareoen   en   la   Tabla.   El   potencial,    (Vo).    se   midi6   como   se   describe

en  M6todos.  El  potencial  estf  referido  al  lado  c;s   y  representa  la  media  de  al

memos   4   experimentos.   El  error   standard   de  la  media  aparece  entre  par6ntesis.

Lag    razones  de  permeabilidad,     Px/PK,     se  calcularon  usando  la  ecuaoi6n  (1).

CATION                               Vo  (mv)                                      Px/PK

-24.9     (0,75)

-5,1     (0,04)

1,1      (0,03)

-2,8     (0,08)

10,6     (0,23)

0,35     (0,01)

0,81      (0,01)

1,05     (0,03)

0.89     (0,03)

1,52     (0,03)



Estimaci6n  de  lag dimensiones  del  canal.
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Lag  curvas   de   oonduotancia   en   funci6n   de   la   concentraci6n   sugieren  que

se   trata   de   un   Canal   que   puede   cont,ener   s6lo   un  i6n  a  la  vez.  M6s  adelante,

desarrollar6   un   modelo   para   explicar   la   conducci6n   de   iones   en   este   canal   y

tendr6   como   punto   de   partida   la   suposici6n   que   el   canal   acepata   un   solo   i6n.

Se    hace   necesario   entonces,    estima,r   las   dimensiones   del   canal,    ya   que   un

canal   que   aoepta   un   solo   i6n   tiene   que   ser   pequefio   porque   una   buena   raz6n

para   que   no   puedan   coexistir   dos   iones   o   mf s   es   la   repulsi6n   electrost6tica

producida    por    la   cercanfa    espacial.    La       estimaci6n    de   lag   dimensiones   del

canal  se  llev6  a  cabo  por  medio  de  tres  clases  de  medidas:

a)  Determinando   cual   especie   qufmica,   si   la   subunidad   de   hemooianina,   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   coefioientes   de   reflexi6n   para

no-electrolitos  y  de  conductancia  a  cationes  orgfnicos  grandes.

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

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

La  .ubunidad  de  heDo¢ianina  forma  ®1  Canal.

El   est,ado  de   agregaci6n  de  la  hemocianina  depende  del  pH  del  medio  en

que   se   encuentra.   A   pH   7,0,   se   encuentra   cast   oompletamente   asociada,   en
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oambio  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  podrf  est,ablecer  cual

de     lag     dos     especies     moleculares     forma     el     canal.     La     habilidad     de     la

hemocianina    de    formar    canales    i6nicos    se    determin6    midiendo    la    tasa    de

aumento  de  la  conduotancia  de  una  bicapa  despu6s  de  agregar  hemocianina.

El   registro   de   un   experimento   trpico   disefiado   para   medir   la   rapidez   de

incorporaci6n   de   hemocianina   aparece   en   la   Figura   7.   La   rapidez   de   aumento

de   la   corriente,    dl/dt,    se   determin6   de   la   pendiente   de   las   rect,as   que   unen

la    corriente    en    cada    pulso    de    5    s    de    duraoi6n.    El    valor    de    dl/dt    se

relaciona   con   la   ra,pidez   de   incorpora,ci6n   de   canales   de   la   siguiente   manera:

la   formaoi6n   de   un   canal   se   puede   oonsiderar   como   una   reacoi6n   en   que   n

mol6culas  de  hemocianina  se  unen   (con  una  constante  oin€tica,   k)   para  formar

el    canal;   si    el   proceso   es    unidireccional,    entonces   la   rapidez   de   formaci6n

de  canales,   d(canales)/dt,   estar6  dada  por:

d(canales)/dt    =    k  .  [hemocianina]n (2)

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

se  puede  escribir  que:

dl/dt    =    g.  V.  d(canales)/dt  =  g.  V.  k.  [hemocianina]n            (3)

Linearizando  la  ecuaci6n  (3),     tendremos:

log  (dl/dt)   =  n.  log[hemocianina]  +  log  (  g  -V.  k  )                    (4)
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Al   graficar   el   logaritmo   de   la   rapidez   con   que   aument,a   la   corriente   en

funci6n    del    logaritmo    de    la    oonoentraci6n    de    hemocianina,    se    obtienen    los

dos    parfmetros    que    definen    al    prooeso:    n,     el    ntimero    de    mol6culas    que

participan   en   la   formaci6n   de   un   canal,    y   k.    Ia   rapidez   de   inoorporaoi6n   de

canales      cuando      la      conoentraci6n      de      hemocianina      es      unitaria.      Estos

experimentos     se     realizaron      con     soluciones     de     hemocianina     preincubadas

durante  24  horas  a  pH  7  o  a  pH  8,5  y  log  resultados  apa,recen  en  la  Figura  8.

De   las   rectas   de   regresi6n   que   mejor   describen   a   los   puntos   experimentales

se   obtiene   el   par6metro   n  para  log  dos  valores  de  pH  probados  y     aparece  en

la   leyenda   de   la   Figura.   De   log   resultados   se  deduce  que  s6lo   una     mol6cula

participa   en   la   formaoi6n   del   canal,    y   que   6sta   serfa   la   subunidad,    ya   que

la    hemocianina    disociada       resulta    m6s    activa    en    su    capacidad    de    formar

canales.

(El  texto  contin6a  despu6s  de  la  Fig.  8)
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Rapidez  de  in¢orpora€i6n  de  hemo¢ianina  a  bi€apag.

El   experimento   se   realiz6   en   una   bicapa   de   glicerolmonooleato/colesterol    1/1

(raz6n    molar)    en    Kcl    0.1    M,     Tris-Cl    5    mM,     pH    7.    La    hemocianina

(35     #g/ml),     que     rue    incubada    24    hrs    a    pH     8,5,     se    agreg6    a    los

tiempos   que   se   indican   por   flechas   y   en   log   voltimenes  que   allf   aparecen.   La

corrient,e   que   circula   a   trav6s   de   la   membrana   se   mide   aplioando   pulsos   de

10    mv    y    de    5    s.     con    una    frecuencia    de    ls-i.    El    valor    de    dl/dt    se

caloul6    de    estos    gr6ficos    trazando    rectas    que    unieran        todos    los    valores

de       corriente       para       oada       ooncentraci6n       de       hemocianina      probada       y

determin6ndoles  las  pendientes.





M®dici6n   d®l   diim®tro   d®l   c.nal.
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La   estimaci6n   del   di6metro  se   llev6   a   cabo   por   dos   m6todos   distint,os:

1.  Determinaci6n    de    la   oonductancia   del   Canal   usando   cationes   monovalent,es

de  diferentes  tamafios.

La    conductancia    del    Canal    cuando    se    usan    cationes    org6nicos

monovalentes  de  diferentes  tamafios  rue  determinada  midiendo  el  tamaHo  de  los

saltos    de    conductancia    asociados    con    la    incorporaci6n    de    canales    y    se

compar6   Con   la   movilidad   en   agua   de   log   cationes   empleados.   En   la   Tabla   3

hay    un    resumen    de    los   resultados   de    tal   e§tudio    y    muestra,    adem6s,    el

radio  de  los  cationes.

La   columna   3   de   la   Tabla   3  muestra  que  la  conduct,ancia  del  canal,   en

todas    lag    soluciones    de    iones    monovalentes    probadas,    no    sigue    la    misma

seouencia   que   lag   movilidades   de   estos   iones   en   agua:   si   asf   fuera,    todos

log   valores   de   conductancia   normalizada   relativas   al   potasio   debieran   ser   uno.

Adem6s,    los   cationes   monovalentes   orgfnioos   etanolamonio   (CH20H-NHS+),

tetrametilamonio   ((CH8)4-N+)   y   Tris   no   se   conducen   a   trav6s   del   canal,   ya

que   su   conductancia   es   cercana   a   cero.   Tambi6n   se   us6  el   i6n   hidroxilamonio

(OH-NHS+),    pero   este   i6n   representa   un   oaso   especial   porque   es   hidrolizado

a  pH   7.  For  esta  raz6n,   los  experimentos  con  este  i6n  fueron   heohos  a  pH  5.

La   conductancia   del   canal   es   dependiente   del   pH,    como   rue   demostrado   por

Menestrina      y     Antolini,      1981,      y     por     Bull     y     Ceochi     (resultados     no

publioados),     de    manera    que    la    conductancia    del    canal    en    presencia    de

hidroxilamonio   a   pH   5   i ue   comparada   Con   la   conductanoia   para   el   potasio   al
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mismo   pH.   Log  .resultados   obtenidos   fueron   30   pS   pa,ra   el   cati6n   orgfnico   y

34   pS   para   el   potasio,    lo   cual   indica   que   el   hidroxilamonio   puede   pasar   a

trav6s   del   canal.   Como   conclusi6n   de   estos   resultados,    se   puede   decir   que

el   difmetro   del   poro   es   tal   que   excluye   al   i6n   etanolamonio,   de   0,24   nm   de

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

La  tiltima  columna  de  la  Tabla  3  muestra  la  conductancia  del  canal  cuando

se   agrega  sulfato  de   potasio  a   la  cfmara  hasta   una  concentraci6n   final  de   50

mM  despu6s  que  la  membrana  ha  sido  tratada  con  hemocianina  en  presenoia  de

log  cationes   que  se   indioan.   Se   observa   que  la  conductancia  aumenta,   pero  no

aloanza    log    valores    que    se   obtienen    ouando   el    potasio    es    el    ¢nico    cati6n

presente   (vcr   el   6ltimo   valor   de   conductancia   de   la   columna   4).   Esto   indica

que   log   cationes   grandes   que,    si   bien   no   pueden   pasar   a   trav6s   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  contintia  despu6s  de  la  Tabla  3)
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TABLA  3

Condu¢tan¢ia  del  canal de  hemooianina  a  vat ios  cationes  monovalenteB

Log   valores   de   conductanoia   se   determinaron   en   lag   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.    Estfn    corregidos

por   la   conductancia   en   el   buffer   (Tris-Cl   5   mM).   Los  radios  i6nicos  para  los

oationes   alcalinos  son  de  Robinson   y  Stokes,    1970  y  los  demfs,   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   sac6   de   Robinson   y   Stokes,    1970.   Los

dem6s,    fueron    determinados    en    el    Laboratorio    del,    Dr.    Luis    Sep6lveda.    La

¢ltima   columna   muestra   la   conductancia   del   canal   en   presenoia   del   i6n   que   se

indioa  m6s  K2S04  25  mM  (ver  Texto).

CATION            Radio                Conductanoia,             Conductancia

i6nico                   del  canal                     normalizada

(nm)                       (pS)                        relativa  a  K

Conductancia

del  canal

(mss  K2Soi)

NH4`                       0,15

0H-NHS+             0, 20

CH20H-NHs+    0,24

(CHS)4-N+          0, 28

Tris                          0, 29

Nada

148,2     (2,4)

***

0,6     (0,1)

1,8     (0,2)

1.0     (0,1)

0,94

0,88

0,01

0,02

0,02

62,0  (2,8)

90,0  (2,0)

78,0  (4,2)

134,0  (4,2)
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Se    utilizaron    medidas    de    potenciales    de    flujo    coma    un    m6todo

alternativo   para   estimar   el   di6metro   del   canal.  El   fundamento   de   este   m€todo

es     el     siguiente     (Rosenberg     y     Finkelstein,      1978):    si     se    establece    una

diferencia    de    ooncentraoi6n    de    un   noelectrolito   a    trav6s    de    una    bicapa    de

lfpidos,    tal   que   el   noelectrolito   no   puede   pas?r   a   trav6s   de   ella,    habrf   un

flujo   de   agua   a   trav6s   de   la    bicapa    (que   es   permeable   al    agua).   Si   las

so'luoiones   contienen   concentraciones   iguales   de   tones   a   ambos   lados,   el   agua

que   pasa   diluye   a   los   iones   en   las  cercani'as   de   la   membrana   en   el   lado   que

contiene    al    noelectrolito.    Como    la    bioapa    es   impermeable   a   los   iones,    se

produce   una   diferencia   de   concentraci6n   de   iones   permanente   a   trav6s   de   la

bicapa.     Si     la     bicapa     se     hace     selectivamente     permeable     al     cati6n,     por

ejemplo,     surgirf    una    diferencia    de    potencial    a    travgs    de    la    bicapa,     de

acuerdo    a    la    ecuaci6n    de    Nernst,    que    llamaremos    potencial    ds diluci6n-

Este   potencial   se   puede   medir   poniendo   en   el   sistema   un  .ion6foro   selectivo

a  cationes.

Cuando   se   incorpora   un   canal   selectivo   a   cationes   a   la   membrana,

ocurrir6,    a,dern6s,    otro   fen6meno:   el   agua   pasarf   por   el   Canal   impulsada   por

la   diferencia   de   presi6n   osm6tica,    pero   por   el   canal   tambi6n   pueden   pasar

cationes,     de    modo    que    el    flujo    de    agua    log    arrastrar£,    produciendo    una

acumulaci6n    de    cationes    en    el    lado    que    contiene    al    noeleotrolito.    Si    el

sistema   esLf   en    condiciones   de   circuito   abierLo    (es   decir,    conectado   a   un

voltrmetro    de    alta    impedanoia)    no    habr6    posibilidades    de    movimiento    de

cationes,   y   por   lo   Canto,   de  agua,   a  trav6s  de  la  membrana.  El  sistema  est6

en     equilibrio,      produci6ndose     una     diferencia     de     potencial     el6ctrico     entre
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ambos   compartimientos,    que   llamaremos   pQtenoia|   ±g  {!±±jg.   Pero   ni   el   agua   ni

el   cati6n   estfn   en   equilibrio,    sino   mss   bien,    una   especie   combinada   de   un

cati6n  y  N  mol6culas  de  agua:  si  suponemos  que  el  canal  acepta  un  solo  i6n  y

que   el   i6n   y   N   mol6culas   de   agua   viaian   en   fila   india   dentro   del   canal,    la

especie   que   estamos   oonsiderando   serf    N(H20)-K+,    y    en    el   equilibrio,    el
i

potencial   electroqufmico   de   ella  sera  igual   a   ambos   lados   de   la   membrana,   de

acuerdo  a  la  siguiente  relaoi6n:

N  .  ¢w(1)  +  ¢+(1)  =  N  .  ¢w(2)  +  ¢+(2) (5)

en   que   ¢w   es   el   potencial   qufmico   por   mol6cula  de  agua   y   4+  es  el   potencial

electroqufmioo      del       potasio.       Desarrollando      la      eouaoi6n       (5)      con      las

expresiones     correspondientes     para     el     potenoial     qufmico     del     agua     y     el

potencial    electroqufmico    del    potasio.     Ilegamos    a    la    siguiente    ecuaoi6n    para

el  potenoial  de  flujo  (VF):

VF  =  N  .  (ns/nw)  .  (RT/F) (6)

en    que    ns    y    nw    son    el    ntimero    de    moles    de    noelectrolito    y    de    agua,

respeotivamente,    en   el   lado   que   contiene   al   noelectrolito   y   R.    T   y   F   tienen

sus  signifioados  habituales.

Si    el    noelectrolito    puede    pasar    par    el    canal,    entonces    la    especie

qui'mica   que  se   mueve   a   trav6s   del  canal   ya   no   contiene   el  mismo  n6mero  de

mol6culas   de   agua,    porque   el   noeleotrolito   ocupa   un   lugar   dentro   de   61.   Este

hecho   harf   que  el   potencial   de   fluio  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   serf   igual   a   cero.

Determinando   potenciales   de   flujo   se   puede,    entonces,    determinar   el   tamafio

mfximo   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    estf    midiendo    la    suma    de    ambos    potenciales    descritos    m6s

arriba:     el     potencial     de     diluci6n     y     el     potencial     de     flujo.     Es    necesario,

entonces,      determinar     separadamente     el     potencial     de     diluci6n     usando     un

transportador   de   potasio,    como   valinomicina,    y   restarle   el   valor   obtenido   a

los  potenciales  medidos  cuando  la  membrana  contiene  log  canales.

El    registro    que    se    muest,ra   en   la   Figura,9   es   el   resultado   de   un

experimento   tfpico  de   esta   clase.   La   Fig.   9   A  muestra  el  potencial  medido  en

una   membrana   tratada   con   hemooianina.   El   registro   9   8   muestra   el   potencial

en    presencia    de    valinomioina,    Estos    experimentos    se    repitieron    para    t,odos

los   noelectrolitos   que   apareoen   en   la   Tabla   4,    en   la   cual   se   muestran   los

potenoiales     generados      normalizados     para     una     gradiente     osm6t,ica     de      1

osmol/kg.    Los    potenciales    de    flujo    para    glucosa,     urea    y    a.cetamida    son

iguales,    indicando   que   estos   noeleotrolitos   no   pasan   a   trav6s   del   canal.   Sin

embargo,    el    potenoial    producido    por   formamida   es   significativamente   menor,

indicando    que    este    no    electrolito    pasa    a    trav6s    del    Canal.    Este    resultado

conduce    a     un    ra,dio    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  coma  la  formamida  oaben  dentro  del  canal.
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FIGURA  9

memr8taana

vJ---
_+-__-

Registro  de  poten€iales  de  llujo  en  urn membra,na,  tratada  con  hemocia.nina.

Lado    c;S:    K2S04    50    mM;    lado    /ra%J>:    K2S04    50    mM    +    urea    1,3    M.

Lag   puntas   de   flecha   indican   los   momentos   en   que   la   c6mara   se   conectaba  al

voltfmetro    (ver   m6todos).   La   conductancia   de   la   membrana   era   mayor   que

10-8  S  a  -50  mv.

A:  con  hemocianina  en  el  lado  c;Jr.  8:  con  valinomicina  en  ambos  lados.



49

TABLA  4

Poten¢i&les  de  flujo  producidos  por  gradiente8  o8m6ti€as  de  noele¢trolito8 en

membra,nag  tratadag  Con  hemoci&nina.

Lag   membranas   se   formaron  en   las   condiciones   descritas   en   la   leyenda

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

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

radios   moleculares   se   oalcularon   por   el   m6todo  de   Edwards,    1970.  Los   valores

son   las   medias   aritm6ticas   de,       al   memos,    cinco   determinaciones   y   el   error

standard  de  la  media  apareoe  entre  par6ntesis.

Noelectrolito           Radio  molecular             Vhemoc.                       VTal

(  nm  )                            (mv/(Osmol/kg))

VF

Glucosa

Urea

Acetamida

Formamida

2,07  (0,06)

1,62   (0,07)

-1,38  (0,07)

0,52   (0,04)

0,89  (0,06)

0,38   (0,10)

-2.61   (0,21)

0,36   (0,10)

1,18      (0,08)

1,24     (0,12)

1,23     (0,22)

0,16      (0,11)
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Longitud  d®l  ¢.n.I.

Log   pobenciales   de   flujo   pueden   ser   utilizados   para   estimar,   adem6s,   la

longitud   del   canal.   De   aouerdo   a   la   eouaci6n   (6),   ouya   deducci6n   supone   que

un    i6n    y    N    mol6culas    de    agua    viajan    en    "fila    india"    por    el    canal,     el

potenoial   de   flujo   depende   del   ntimero   de   mol6culas   de   agua   que   quepan   en   el

canal.    Cuando    la    soluoi6n    de    noelectrolito    es    1    osmolal    y    a    temperatura

ambiente,   la  ecuaci6n  (6)  queda:

VF  =  N  .  0,46 (7)

Con   el   potencial   de   1,2   mv   obtenido   para   una   soluci6n   1   osmolal   de

glucosa    y    aplicando    la    eouaci6n    (7),     resulta    que    2,6    mol6culas    de    agua

acompafian    al    potasio    dentro    del    canal.    Tres    mol6culas   de   agua   y    un   i6n

potasio    deshidratado    dentro    del    Canal    en   "fila    india"   dan   un    largo   total   de

alrededor  de   1   nm.

Los   resultados   obtenidos   para   las   estimaoiones   de   di6metro   y   longitud

sefialan  que  el  Canal  de  hemocianina  es  corto  y  angosLo,   lo  cual  apoya,   aunque

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

Curvas corriente  voltaje.

Las    corrientes   de    estado   estacionario    en    membranas   tratadas   con

hemooianina   no  son   6hmicas   y   este  fen6meno  ha  sido  explicado  por  Latorre  et

al,    1975,       como   el   resultado   de   una   distribuci6n   dependiente   del   potencial   de

los    canales    entre    varios    estados    de    conductancia.    La    relajaoi6n    de    este
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proceso   toma   segundos   y   en   la   escala   de   los   milisegundos   esta   redistribuci6n

entre   diferentes   estados   no   tiene   tiempo   de   ocurrir.   En   estas   condiciones,   sin

embargo,   Ia   curva   corriente-voltaje   tampoco   es   lineal,   como  se  observa  en  lag

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   muoho   mayores

cuando   log   iones   se   mueven   desde   el   lado  c;Jr  hacia  el   lado  fra#jr  que  cuando

lo   hacen    en    la   otra    direcci6n.    Adem6s,    a   potenciales   positivos   la   corriente

no    crece    linealmente     y    tiende    a    un    plateau    a    medida    que    aumenta    el

potenoial.     En     cambio,      a     potenciales     negativos,      lag     curvas     pueden     ser

sublineales      (pendiente      decreciente)      o      superlineales      (pendiente     creciente)

dependiendo  de  la  concentraci6n  y  del  i6n  usados.

Cuando  se   hacen   ourvas  i/V  para  todos  log  iones  alcalinos,   se  obtienen

log  resultados  que  apareoen   el   la  FiBura   12.  En   ella  se  ve  que  la  forma  de  lag

curvas    es    semejante    para    todos    los    iones,     pero    que    lag    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    seouenoias    de    selectividad    con    el

potencial    el6ctrico    es    otra    indicaci6n    que    el    mecanismo    de    conducci6n    de

iones  no  es  simple  electrodifusi6n.

(El  texto  oontin6a  despu6s  de  ]a  Fig.   12)
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FIGURA  10

-4

Curvas corriente  voltaje instantaneas  para potasio.

80            '60

V  (mv)

A:   K2S04   10   mM;   8:   K2S04   500   mM.   Antes  de   agregar   la   hemocianina,   Ia

corriente    capacitiva    transitoria    rue    abolida    coma    se    describe    en    M6todo§.

Cada   punto   representa   un  dato   de   corriente   tomado   1   ms   despu6s   de  aplicado

el   pulso.   Cada   curva   comprende   250   puntos   de   corriente   oorrespondientes   a

potencia]es    entre   ±    250    mv    a    intervalos    de    2   mv.   El    tiempo   total   del

ex|)erimento   es   menor   que   10   s,   lo   oual   asegura   que   el   ndmero   de  canales  es

constante  durante  todo  el  experimento.
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FIGURA  11

Curvas  colriente-voltaje  instantaneas  para  litio.

A:  Li2Soi   10  mM;  8:  Li2S04   500  mM.  Las  curvas  se  hioieron  como  se  indica

en  la  leyenda  de  la  Fig.   10.



FIGURA  12

Curvas  corriente-voltaje del  caaal  de  hemocianina  para  todos  log cationes

alcalinos.

54

Log  experimentos  se  hicieron  en  la  sal  de  sulfato  50  mM  para  todos  log

cationes  que  se  indican.  Los  datos  de  corriente  se  obtuvieron  como  se  describe

en    M6todos.     y    fueron    reducidos    a    log    26    que    aparecen    en    la    Figura

promediando    los    valores    de    corriente    en    torno    a    los    potenciales    que    se

indican   y   est6n   normalizados   por   la   corriente   del   canal   a   -50   mv,    que   se

determin6   en   experimentos   separados.   Las   lrneas   continuas   son   el   resultado

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

A:  K,   (.)    Rb,   (I);  Li,   (I).    8:  NH4,   (v);  Cs,   (a);  Na,   (X).
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Mediciones  rapidas de  corriente.

La   no   linearidad   de   las   ourvas   corriente-voltaje   puede   explioarse   de

dos    maneras:    invocando    un    oambio   muy    r6pido   en    la    estructura    del    canal

dependiente    del    potenoia]    que       resulte   en    un   cambio   de   su   conductancia    o

suponiendo   que   la   estructura   misma   del   canal   es   asim6trica   de  ta]   manera   que

su   oonductancia   varfa   con  el   potencial.   Una   manera   de  aproximarse  a  resolver

entre   estas   dos   posibilidades   es   medir   las   corrientes   que   pasan   a   trav6s   del

canal   a   tiempos   muy   cortos   despu6s   de   aplicado   el   potenoial.   El   resultado   de

tal   experimento   est6   en   la    Figura    13.   Los   registros   de   arriba   de   la   Figura

13   A-C   muestran   la   diferencia   punto   a   punto   de   ]a   corriente   medida   durante

pulsos  de   voltaje  de   50,    100  y   175  mv  de  polaridad  alternada  (ver  M6todos).

Los   pulsos   tenran   una   duraci6n   de   45   microsegundos   y   la   corriente   capacitiva

transitoria    en    los    bordes   inicial    y   fina,I   de   log   pulsos   era   compensada   con

un    circuito    simulado    de    la    misma    ca,pacidad    y    resistencia    en    serie    de    la

membrana.    Se   observa   que   la   subida   en   el   borde   inicial   del   pulso   es   mfs

lenta   que   la   bajada   en   el   borde   final   y   que   hay   un   retardo   de   la   aparici6n

de    la    corriente    diferencial    despu6s    de    aplicado    el    pulso.    Una   interpretaci6n

apresurada   de   esta   observaci6n   serra   que   cuando   reci6n   se   establece   el   pulsp

en    la    membrana,    las    corrientes   que   oirculan    a    trav6s   de    ella    son    iguales

para     los     dos     potenoiales     de     distinta     polaridad     y     que     la     reotificaci6n

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    oargarse    y    por    lo    tanto.     Ia    diferencia    de    potencial    aplicada    no    se

establece    instant6neamente    a    trav6s    de    ella.    For    otro    lado,     lag    ourvas

corriente     voltaje     de     la     Fig.     10     muestran     due     la     reotifioaoi6n     oomienza

despu6s   de   log   20  mv,   por   lo   tanto  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    lag    corrientes    positiva    y    negativa.    For    6ltimo,    el

sistema     de     amplificaci6n     de     corriente     tiene     un     determinado     tiempo     de

respuesta,    distinto   de   cero,    que   tambi6n   influye   en   la   medici6n   temporal   de

la    oorriente.    For    todos    estos    motivos,    se    hizo    un    cfloulo    te6rico    de    la

oorriente     diferencial,      que     aparece     en     log     registros     del     oentro,      de     la

siguiente  manera:
i

1.  Se    calcula    el    ourso    temporal    del    potencial    en    la   membrana    utilizando   la

oapacidad     y     la    resistencia     en    serie    que    se    utilizaron    en    compensar    la

oorrie-nte     capacitiva     transitoria     en     el    experimento    que    se    muestra    en    el

regisLro  de  arriba.

2.Se    calcula    la    oorriente    que    pasa    a    trav6s    del    canal    en    funci6n    del

potencial    utilizando    lag    ourvas    i/V   de   la   Figura    10,    obteni6ndose   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   convoluoi6n   al   ourso   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   oentro   (registros

de  abajo),   no  se  observa  ninguna  diferencia,   lo  cual  haoe  conclurr  que  no  hay

una   dependenoia   temporal   de   la   reotificaci6n   en   la   escala   de   tiempo   usada   en

este    experimento.    La    reotificaci6n   del   canal   medida   en   microsegundos   es   la

misma   que   la   que   se   observa   en   las   ourvas   i/V   de   lag   Figuras   10   y   11   que

fueron     medidas    en     milisegundos.     Este     resultado     permite     conclufr     que    la

rectificaoi6n   que   aparece   en   las   Figuras   10,    11   y   12   no  se  debe  a   un   cambio
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de   la   estructura   del   Canal,   sino   mss   bien   a   que   la   vfa   de   paso   a   los   iones

presenta  una  estruotura  fija  que  es  asim6trioa.

La   reotificaci6n   instant€nea  que  se  enouentra  en  el  Canal  de  hemocianina

indica   nuevamente   que   el   meca,nismo  de  conducci6n   de  iones  a   trav6s  de  61  no

puede  ser   una  simple  electrodifusi6n  en   un   poro  acuoso,   ya  que  en  ese  tipo  de

mecanismo   la    relaci6n   corriente   voltaje   debe   ser   lineal   cuando   las   soluciones

a   ambos   lados  de   la   membrana   son   de   la   misma   concentraci6n.   Es  necesa,rio,

entonces,    postular   otro   mecanismo   para   el   transporte  de   iones  en   este   canal,

que    explique    las   curvas    corriente    voltaje    instantfneas,    y   que,    adem6s,    de

cuenta  de  la  saturaci6n  de  la  corriente  con  la  concentraci6n  de  iones.

(El  texto  contin6a  despu6s  de  la     Fig.   13)
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FIGURA  13

Re¢tilica¢i6n  instantfnea,.

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:  ±  50  mv;  8:  ±   100  mv;  C:  ±   175  mv.

Al   centro,    esta   misma   diferencia   pel.o   caloulada   de   un   circuito   equivalente   a

la    membrana,     tomando    en    cuenta    el    tiempo    que    demora    el    potencial    en

establecerse   a   I,raves   de   la   membrana,    suponiendo   una   reotificaci6n   como   la

que    aparece    en    la    Fig.     10    y    oonsiderando    el    tiempo    de    respuesta    del

amplificador    de    corriente    que    era    de    1    4s.        Abajo,    la    superposici6n    de

las     dos     anteriores,      que     muestra     que     son     iguales,      indicando     que     la

rectificaoi6n    en    la    escala    temporal   usada    aqur    (¢s)    es   la    misma   que   en

la  escala  de  la  Fig.   10  (ms).
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E]  modelo  de  tre8  barrera.s.

Un  modelo  que  sefiala  al  Canal  como  una  serie  de  barreras  de  energra  que

separan   sitios   de   ligamen   para   los   jones   puede   dar   cuenta   de   log   hallazgos

desoritos   experimentalmente.   En   este  modelo,   que  se  muestra  en   la  Figura   14,

log   valores   de   energra   libre   del   i6n   en   los   valles   (Gi   y   G2)   y   los   de   lag

barreras   (GA.    GB   y   Gc)   pueden   ser   afectados   por   el   potencial   aplioado,    lo

cual    puede    explicar    la    no    linearidad    de    las    curvas    corriente-voltage.    La

existencia    de    sitios    de    ligamen    explica    inmediata,mente   que    la    conductancia

tienda     a     un     lrmite     al     aumentar     la     concentraci6n     de    iones.     Di     y     D2

representan     la     fraoci6n     del     potencial     aplicado     que     sienten     el     sitio     de

ligamen    cercano    al     lado    a;S     y    la    barrera    central.     respectivamente.    No

representan    distancia    espa,cial,     ya    que    no    se    conoce    la    forma    del    campo

dentro  del  canal  (Lauger,   1973).

El   modelo   elegido   surge   de   la   inspecci6n   de   las  curvas   corriente-voltaje

de    ]as    Figuras    10    y     11.    La    corriente    independiente    del    potencial    en    los

potenciales    positivos    y    la,s    regiones    sublineales    de    la    curva    a    potenoiales

negativos    cuando    la    ooncentraci6n    i6nica    es    baja,     sugieren    que    hay    dos

barreras   de   entra,da   al   canal,    una   por   el   lado  cjs   y   otra   por   el   lado   ¢r¢#S,

que   no    son    afectadas    por    el    potencial   aplicado,    es   deoir,    estfn   fuera   del

campo   el6ctrico.   Las   regiones   superlineales   (es   deoir,    lag   zonas   de   la   curva

en     que     la     pendiente     aumenta     con     el     potencial     aplicado)     sugieren     que

exists    una    barrera    central    que    sr    es    afectada    por    el    potencial    el6ctrico

aplicado.     Estas    I,res     barreras    definen     dos    sitios    de    uni6n    que    estarran

localizados   cerca   de   las   bocas   del   canal   por   ambos   lados,    en   log   cuales   la

energfa  libre  de  los  iones  serra  menor  que  en  las  barreras.
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En   el   Ap6ndice      est6   la   deducci6n   de   las   ecuaoiones   que  describen   la

corriente   en   funoi6n   del   potencial   y   de   la   conoentraci6n   i6nica   en   t6rminos   de

los   par6metros  energ6ticos  del   modelo  de   tres   barreras.   Con   estas   ecuaoiones,

se   puede   calcular   la   oorriente   en   funoi6n   del   potencial   y   asr   construfr   curvas

corriente     voltaje     te6ricas.     Los     siete     parfmetros     que    aparecen     en    estas

ecuaoiones    fueron    estimados    usando    un    m6todo    de    ajuste    no    lineal    que

comparaba  estadfsticamente  lag  curvas  te6ricas  Con  lag  experimentales.

El   resultado   tfpico  de   dicho  ajuste   para   lag   ourvas     corriente-voltaje  e'n

sulfato   de   potasio   entre   10   y    100   mM   aparece   en   la   Figura   15.   Log   puntos

corresponden   a   log   valores   experimentales   y   las     ourvas  son     el   resultado   del

ajuste,   que  dio  los  par6metros  que  aparecen  en  la  Tabla   5.  Para  obtener  estos

par6metros,    el    programa    se    dej6    primero    en    libertad    de    ajustar    log    siete

pargmetros   que  definen  la  funci6n  para  oada  concentraci6n  proba,da.  Luego,   log

par6metros    de    posici6n,    Di    y    D2,    se    promediaron   dando   log   valores   de    :
i

Di   =   0,06   y   D2   =   0,25.    y   se   hizo   un   segundo   ajuste,   esta   vez   permitiendo

solamente   que   variaran   log   par6metros  de   energra.   Estos  son  log  que  aparecen

en   la    Tabla    5.   Se   observa    que   cuando   este   ajuste   se   realiza   para   varias

concenbraciones  de  sulfato  de  potasio,   algunos  de  los  parfmetros  varran  con  la

concentraci6n,   de  manera   que   los  valles  de  energfa  son  mss  "profundos"   (Gi  y

G2,     Tabla    5)    y    el    pico    central    es    mfs    "bajo"    (GB,     Tabla    5)    a    bajas

concentraciones  de  potasio.

(El  texto  continda  despu6s  de  la  Tabla  5)
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I,i,      b2                  -+
01

FIGURA  14

El  modelo de  tree  barreras.

G|    y    G2    representan    las    energras    del    i6n    en    los    valles    1    y    2

respectivamente..  GA,    GB   y    Gc   reprsentan    lag   energras   del    i6n   en    lag   t,res

barreras.    ki    y    k_i    son    las    constantes    cin6ticas    para   el   movimiento   de   log

iones     a     trav6s     de     las    correspondientes     barreras    de    energfa.     Di     y     D2

representan    lag   fracciones   del   potenoial   aplicado   que   sienten   el   valle    1    y   la

barrera   central,   respectivamente.   La   energfa   del   i6n   en   el   lado   c;S   es   tomado

como   referencia   y   es  .igual   a   cero.   La   energfa   en   el   lado  fr4%S  es  modificada

por  el  potencial  aplicado.



FIGURA  15

Ajuste  de  lag   €urvas   corriente-voltaje  del  canal  de  hemocia,nina  usando  el

modelo  de  tre8  barreraB.
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Los      experimentos            se      realizaron            en      K2S04      a      lag

concentraciones  que  se  indioan.  Los  puntos  son  experimentales  y  se  sacaron  de

lag   curvas    i/V   instantfneas    (ver   m€todos)   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

tinico   a   -50   mv   que   fue   determinada   en   experimentos   separados.   Las   lfneas

continuas    corresponden    al   ajuste    con   el   mode]o   de   tres   barreras,    y    fueron

ca]cjladas    con  los  par6metros  que  aparecen  en  la  Tabla  5.

(.)   10  mM;  (o)  20  mM;  (A)  50  mM  y  (.)   100  mM.
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TABLA  5

Parametros   energ6ticos   del  modelo  de   tres   barreras   para  potasio.

Log   valores   se   obtuvieron   por   un   m6todo   de   ajuste   no   lineal  aplicado  a

los      puntos      que      aparecen      en      la.Fig.15.      Los      valores      de      energfa

est6n    dados   en    kcal/mol.    Di    y    D2   representan   las   fracciones   del   potencial

el6ctrico    en    el    sitio    1    y    en    la    barrera    central,    respectivamente,    y    fueron
I

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

Gl G2 GA

(kcal/mol)

GB Gc

-1,45                   -0,85

-1,42                   -0,77

-1,11                      -0,31

-0,80                    -0,11

3,46                     4,66

3,49                       4,81

3,58                        5,14

3,44                      5,39
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Log  parimetros  energ6ti¢os en  [un¢i6n  de  la  coneentra¢i6n  i6ni¢a.

Las   bicapas   hechas   con   mezolas   de   lrpidos   de  frejol   de  soya  tienen   una

carga   negativa   en   la   superfioie   debido   a   que   oontienen   fosfatidilserina   (PS),

lfpido   oargado   negativamente.   La   carga   superficial   produce   un   potenoial   en   la

superficie   de   la   membrana   que   depende   de   la   ®oncentraci6n   de   cationes   de   la

soluci6n    acuosa.    Este    potencial    puede    ser    calculado    usando    lag    ecuaoiones

descritas  par  Aveyard  y  Haydon,   1973,   que  relaoionan  el  potencial  generado  en

la   superficie   con   la   f uerza   i6nica   de   la   soluci6n   y   la   densidad   de   carga   de   la

membrana..  Considerando  que  en  el  caso  presente  la  membrana  contenia  50  %  de

lrpidos   de   frejol   de   soya   y   que   est,a   mezcla   contiene   un   30%   de   PS,   esto   da

una   densidad   de   cargas   negativas   del   orden   de   0,2   nm-2.   Cuando   se   calculan

log   potenciales   en   la   superficie   para   diferentes   concentraciones   de   sulfato   de

potasio   empleadas,    se   observa   que   la   variaci6n   de   los   par6metros   Gi,    G2   y

GB   es   en   la   misma   direcci6n   del   cambio   del   potencial   de   superficie.   Esto   se

apreoia   en   la   Figura   16.   Para   llegar   a   los   valores   de   G's   que   aparecen   en   la

Figura,    primero   se   ejecut6   el   programa   de   aiuste   dejando   al   computador   en

libertad   de   cambiar   los   siete   par6metros   del   modelo.   La   simple   observaci6n   de

los   resultados   sugiri6   que   s6lo   Gi,    G2   y   GB   variaban   de   forma   consistente

Con   la   concentraci6n.   Entonces,    Lodos   log   dem6s   parfmetros   (es   decir,    GA,

Gc,   Di   y   D2)   se   promediaron   para   toda,s   las  concentraciones  y  se  volvieron   a

ajustar   las   curvas,    esta   vez   poniendo   los   promedios   como   par€metros   fijos   y

dejando  al  computador   que  variara  solamente  Gi,      G2   y   GB.   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

par6metros   del   modelo   tiene   dos   consecuencias   importantes:   por   una   parte,   en
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log   experimentos   en    que   se   varfe   la   ooncentraci6n   i6nica   de   las   soluciones

acuosas,    se   debe    tomar   en    cuenta    la   influencia   del   potencial   de   superficie

sobre    los    parfmetros    del    modelo    que    se    utilicen    en    la    deducci6n    de    lag

ecuaciones   te6ricas.   For   otra   parte,    el   hecho   que   las   barreras   de   acceso   no

sean   afectadas   por   el   potencial   de   superficie   las   sit¢a   a   una   distancia   mayor

que  2  radios  de  Debye  de  la  membrana  (ver  Discusi6n).

(El  texto  contintia  despu6s  de  la  Fig.   16)



[l{2S04]        (mM)

Potencial   superficial  (trys) (kcal/mol )

FIGURA  16

Efecto de  la,  ¢arga  de  superfi¢ie  de  la  bicapa  sobre  log  paTimetros  del  modelo

del  canal  de  hemo¢ianina.

i

Los  valores  de  Gi.   G2  y  GB  que  aparecen  en  la  Tabla  5  se  graficaron  en

funci6n    del    potencial    de   superficie   de    la    membrana,    (Vs},    que   se   oalcul6

de    acuerdo    a    Aveyard    y    Haydon,     1973.    Los    puntos   son    los    par6metros

obtenidos   del   ajuste   no   lineal    y   las   lfneas   son   lag   rectas   de   regresi6n   que

mejor  log  describen.  Estas  son:

Gi  =  -0,30  -1,19  .  Vs

G2  =     0,57  -1,43  .  Vs

GB  =     6,01   -1,33  .   Vs
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Curvas corriente-voltaje para  todos log ¢ationes alcalinos.

E]   modelo   propuesto   sera   utilizado   para   explicar   las   caracterrsticas   de

selectividad     del     canal     expuestas     anteriormente.     Par     este     motivo,           se

utilizaron     lag     curvas     corriente-voltaje     mostradas     en     la          Fig.     12     para
I

encontrar    los   par€metros   del    modelo   de   tres   barreras   para   todos   log   tones

alcalinos.   Para   ajustar   ]as   curvas   experimentales   y   lag   te6ricas,    se   hicieron

ajustes   preliminares   en   que   se   dej6   al   computador   en   libertad   de   cambiar   los

siete  parfmetros  que  definen  al  modelo.     Como  resultado  de  este  primer  ajusLe,

resultaron   conjuntos   de   los   siete   par6metros   para   todos   log   iones   estudiados.

En  seguida,   se  sac6  el  promedio  aritm6tico  de  log  parametros  de  posici6n  y  se

le   dio  este   promedio   coma  parf metro  fijo  al  programa  para  realizar  un  segundo

ajuste   de   los   parfmetros   energ6ti6os.   El   resultado   de   este   segundo   ajuste   dio

log  parfmetros  que  aparecen  en  la  Tabla  6.  Con  estos  par6metros  se  calcularon

las   curvas   que   aparecen   como   ll'neas   continuas   en   la   Figura    12.   Se   puede

concluir   que   el   mode]o   reproduce   lag   variaciones   de   selectividad   del   canal   con

el  potencial  aplicado.

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

uni6n   de   los   iones   a   ambos   sitios  del   canal   es   :   Li   >   Na   >   K   >   Rb   >   Cs.

Para    las    barreras,     se    obtuvieron    lag    siguientes    secuencias:         GA:    Li    >

Na   =   K   >   Rb   >   NH4   >   Cs;      GB:      Na   >   K   >   NH4   >   Rb   >   Cs   >   Li

y  Gc:    NH4  >  Rb  >  Cs  >  =  K  >  Na  >  Li.
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TABLA  6

Par6metros  de  energl'a  del  modelo  de  tres  barreras  para  el  canal  de
I

hemocianina.

Las  curvas  i/V  hechas  en  las  oondiciones  que  se  describen  en  la  leyenda

de   la   Fig.    12   se   usaron   para   encontrar   los   parfmetros      del   modelo   de   bres

barreras   coma  se   describe  en   el   texto.   Los   parfmetros  Di   y  D2  fueron  fijados

en    0,15    y    0,34,    respectivamente.    Los    va]ores   se   expresan   en   kcal/mol   y

representan  el  valor  central  y  su  desviaci6n  standard.

cATloN             ai                          G2                      GA                    GB                      Gc

IJi              -2,01  ±   0,04

Na          -1,69  ±  0,04

K             -1,26±  0,02

Rb           -1,04  ±   0,03

Cs           -0,99  ±  0,07

NH4        -1.31±0,02

-0,94  ±  0,08

-0,50  ±   0,03

-0,41  ±   0,01

-0,32  ±  0,02

1,09  ±   0,09

-0,22  ±   0,01

2,89  ±   0,12

3,77  ±   0,05

3.63  ±  0,02

3,88  ±  0,02

4,39  ±  0,05

3,91  ±   0,02

5,65  ±  0,03

5,05  ±  0,04

5,11   ±   0,01

5,32  ±   0,01

5,61  ±   0,05

5,24  ±   0,02

5,76  ±   0,06

5,56  ±  0,02

5,38  ±  0,09

5,09  ±   0,01

5,38  ±   0,02

4,96  ±   0,05
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Pruebas del  modelo de  tree  barreras.

Los   resultados   presentados   hasta   aquf   prueban   que   el   modelo   de   Lres

barreras    es    capaz    de    explicar    satisfactoriamente    el    comportamiento    de    la

corriente     en     funci6n     del     potencial     para     todos     los     iones    alcalinos.    Para

acepta,r   la   hip6tesis  que  este   modelo   representa   el   mecanismo   de  transporte  de

iones   a   trav6s   del   canal   de   hemooianina,    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,    serf    posible    utilizar    los    valores    de    energra    para    los    iones    en   el

interior   del   canal   como   una   explicaci6n   posible   de   la   selectividad   del   canal,

que   depende   tanto   de   la,   ooncentraoi6n   de   iones   como   del   potencial   aplicado.

For    otra    parte,    lag   secuencias   de   energfa   de   uni6n   entre   los   iones   y   los

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

uni6n  del  canal.

1.Predic¢i6n     d¢     la     curTa     €orri¢nte-Toltaj®     en     urn     membrana     Bin     €arga     de

Bupcrricie .

Lag   rectas  que   aparecen   en   la   Figura   16   relacionan   el   valor   que   toman

los   parfmetros   Gi,   G2   y  GB  con  el  potenoial  en  la  superficie  de  la  membrana.

De   dichas   lf neas   se   pueden   predecir   de   los   par6metros   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   log   experimentos.   La   lrnea   oontrnua   es   la   curva   te6rioa

caloulada  usando  el  modelo  de  tres  barreras.  Considerando  que  en  este  caso  no

se      permitieron      nuevos      ajustes,       la      correspondencia      entre      log      valores
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experimentales   y   te6rioos  es   buena   y   permite  conclufr   que   el   modelo  es   capaz

de      predeoir      las     diferenoias     de     la     relaci6n     conductancia.-potencial      entre

membranas  cargadas  y  neutras.  La  raz6n   por  la  cual  todos  log  experimentos  se

realizaron  en   una   membrana  cargada  fue  que  la   incorporaci6n  de   la  hemocianina

en  membranas  sin  oarga  es  muy  lenta  y   diffcil,   y  muy  a  menudo  la  membrana

se   romp fa   antes   de   haber   incorporado   un   n6mero   sufioiente   de   canales   coma

para  haoer  las  ourvas  corriente-voltaje.

(El  texto  contin6a  despu6s  de  la  Fig.   17)



FIGURA  17

4

Relaci6n  corriente  voltaje  en  el  canal  de  hemo€ianina  in¢orporado  en  una

membra,na  sin  ¢arga  de  superli¢ie.
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Los   experimentos   se   realizaron   en   sulfato   de   potasio   50   mM,    Tris-Cl

5   mM,   pH   7.   Curva   A:   membrana   de   lfpidos  de   frejol  de  soya/colesterol   1/1

(cargada      negativamente).      Curva      8:      membrana      de      fosfatidiletanolamina

(superficie    neutra).    Las    curvas    fueron    calculadas    usando    directamente    los

parfmetros   del   modelo   para   la   curva   A,    y   para   la   ourva   8,   evaluando   log

parfmetros       Gi,       G2       y       GB       de      la      Figura       16      para      potencial      de

superficie  igual  a  cero.
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2.  Pr®dicci6n   d®   la   r®laci6n   ®ntr®   conductancia   I   conc®ntraci6n.

Otra   prueba   independiente   del   modelo   es   la   predicci6n   de   las   curvas

conductancia-concentraci6n.   Para   ello,    se    calcula    la   corriente    de   acuerdo   a

lag    ecuaciones    del    Ap6ndice     1,    para    todas    lag    ooncentraciones    usadas    a

potencial   constante   (-50   mv).   Es   necesario   notar   que   en   este   o6lculo   debe

inoluirse    el    efecto    de    la    variaci6n    del    potencial    de    superficie    sobre    tres

par6metros  del  modelo.  Esto  se  llev6  a  cabo  usando  la  dependencia  entre  estos

parfmetros   y   el   potencial   de   superficie   descrito   en   la   Figura    16.   Conooiendo

el   valor   de   cada   parfmetro   a   una   concentraci6n   dada   (50   mM)   y   dadas  las

rectas   de   regresi6n   que   aparecen   en   la   leyenda   de   la   Figura    16,    se   puede

estimar    el     valor    que     tomar6n     los    par6metros     a     cualquier    concentraci6n.

Como    resultado    del    cflculo,     se    obtienen    las    curvas    s6lidas    que    aparecen

en   la    Figura    18,    en    la   cual   se   ham    repetido   log   valores   experimentales   de

la    Figura    4.    Nuevamente    se    obtiene    una    buena    correspondenoia    entre    los

valores    experimentales    y    los    predichos   por   el   modelo,    considerando   que   no

se  permitieron  nuevos  ajustes.

(El  texto  contintia  desp6es  de  la  Fig.   18)
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0,2                        0,4

Actividad    del   cati6n      (M)

FIGURA  18

Re]a¢i6n  conductancia-€on€entra€i6n  en  el  ca,nal  de  hemocianina.

Los   puntos   son   los   resultados   experimentales   de   la   medici6n   de   la

conductancia   del   canal   tfnico   en   las   condiciones   descritas   en   la   Fig.   5.   Las

curvas    se    calcularon    con    los    parfmetros    del    modelo   de    I,res    barreras    que

aparecen    en    la    Tabla    6,    considerando    el   efecto   de   la   carga   superficial   de

aouerdo    a    la    Fig.    16,    y    utilizando    las    ecuaciones   que   se   describen    en   el

Ap6ndice.

Li,   (.);  Na,   (X);  K,   (.);  Rb,   (A);  Cs,   (o  );  NH4  (T).
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3.  R®producci6n   d®   lo.   pot®ncial®B   bii6nicol.

Los   potenciales   bii6nicos   generados   cuando   una   membrana   tratada   con

hemocianina   separa   dos   soluciones  que   contienen   cationes  alcalinos  a   la  misma

concentraci6n   pueden   ssr   calculados   de   acuerdo   al   modelo   de   tres   barreras,

seg6n    se    describe    en    el    Apendice    .    En    srntesis,     el    c6lculo    consiste    en

evaluar    la    corriente    que    circula    a   trav€s   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   potenoial   se

us6   para   calcular   las   razones   de   permeabilidad   de   acuerdo   a   la   ecuaci6n   (1).

El   c6lculo   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  ham  repetido  en  esta  Tabla  para  comparaci6n.

Nuevamente    se    obtienen    valores    te6ricos    del    modelo    de    tres    barreras   que

estfn   de   acuerdo   con   los  experimentales,   por   lo   que   este  cflculo  es  un  apoyo

adiciona.I  al   modelo.

Cuando   la   membrana   separa   dos   soluciones   del   mismo   o   diferente   i6n

pero    a    conoentraciones    diferentes,     tambi6n    surge    un    potencial    el6ctrico    a

trav€s    de    ella.    Cuando    estos    potenciales    se    calculan    para    condiciones    en

lag   ouales   la   membrana   separa   sulfato   de   potasio   a   concentraci6n   constante

a    un   lado   de   soluciones   de   concentraciones   variables   de   sulfato   de   potasio

o   de   litio   en   el   otro,    se   obtienen   lag   curvas   solidas   de   la   Figura    19.   Las

curvas  obt,enidas  desoriben  bien  los  valores  experimentales.
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TABLA  7

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

hemocianina.     4

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    Ap6ndice.    El    valor    de   dispersi6n

que   aparece   entre   par6ntesis   corresponde   a   la   variaci6n   que   se   obtenfa   en   el

c6lculo   de    la    raz6n    de    permeabilidades   al    usar    los    valores   centrales   de   los

par6metros    del    modelo    mfs    y    memos    una    desviaci6n   standard.   Los   valores

experimentales   son   la   media   aritm6tica   y   el   error   standard   de,   al   memos,   tres

determinaciones.

CATION                            Px/PK   (exp)                                           Px/PK   (modelo)

0,35       (0,01)

0,81       (0,01)

1,05       (0,03)

0,89      (0,03)

1,52       (0,03)

0,51       (0,08)

0,82       (0,13)

1,16       (0,13)

0.77       (0,12)

1,30       (0,16)
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10                                                       100

Actividad   del   cati6n    (trans,mM)

FIGURA  19

Potencia]e8   bii6ni€os   en  membra,nag  tratada8   con   hemocianina  que

separan  solu¢iones  de  sullato  de  potagio  y  de  litio.

Lado    c;S:    K2S04     14,3    mM;             lado    fra#J:    K2S04     (.)    o

Li2S04   (o)   a   las   concentraciones   que   aparecen   en   la   aboisa.   Los   puntos   son

experimentales  y  las  lfneas  son  las  oalculadas  de  acuerdo  al  modelo.
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4.  Pr¢di¢ci6n   de  fen6menoB  de   inhibici6n:  c®mpeten€ia   potaBio-litio.

El   litio   es   el   i6n   que   pasa   memos   a   t,raves   del   canal   de   hemocianina,

pero      su   conductancia   es   diferente   de   cero.   Es   posible   predecir,    en   t6rminos

del    modelo    de    conducci6n    propuesto,    que    el    litio    act¢e    como    un    inhibidor

competitivo,    ya   que    tiene   una   gran   afinidad   por    log   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   concentraci6n   de    litio,    y   el   efecto   inhibitorio   del   litio   es   menor

a    medida    que   aumenta    la    concentraci6n    de   potasio,    como   si   efectivamente
a

ambos  iones  estuviesen  compitiendo.

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

inhibidor  competitivo  por  dos  razones:

1.  El   litio   es   transportando   a   trav6s   del  Canal,   aunque  a  una   velocidad   mucho

menor     que     el     potasio.     Esto     significa     que     su     efecto     inhibitorio     va     a

ser   menor   que   si   no   pasara   por   el   Canal,    ya   que   tambi6n   contribuye   a   llevar

iones  a  trav6s  del  canal.

2.  La    presencia    del    litio    hace    disminurr    el    potencial   en    la   superficie    de   la

membrana,    si   se   compara   con   el   caso   en   que   el   potasio   est6   solo,    lo   cual

aumenta   la   conductancia   del   canal   porque   disminuye   la   energl`a   del   ligamen   a

los   sitios   (Gi   y   G2   se   hacen   memos   "profundos")   sin   modificar   las   barreras  de
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acoeso.   Esto   hace   que   aumente   la   velooidad   de   salida   de   log   iones   desde   el

canal  a  las  fases  acuosas.

El   modelo   deberra   ser   capaz   de   predecir   los  valores  de  conductancia  del

Canal    en    mezclas   de    potasio    y    de   lit.io    a    diferent,es   ooncentraciones.    Para

evaluar    estas    corrientes,    se    procede   como   se   explica   en    el    Ap6ndice.   En

resumen,      el     c6loulo     consiste     en     considerar     ahora     que     el     canal     puede

encontrarse   en   uno   de   oinco   estados   diferentes;   vacro    ,    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   ot,ro   para  oada  estado  y  luego  se  combinan  para  obtener   las

probabilidades    finales.    Por    ejemplo,    la    probabilidad   del    potasio   de   estar   en

el     sitio     1     serf     la     probabilidad     de     encontrarse     allr     si     no    hubiera    litio

multiplicada    por    la     probabilidad    que    el    litio    no    est6    en    ese    sitio.    Las

lfneas   s6lidas   son   el   resultado   del   c€lculo   usando   log   parfmetros   del   modelo

y     considerando    la     variaci6n    del    potencial    superficial    con    la    concentraoi6n

i6nica.   Nuevamente,    el   modelo   da   cuenta   satisfactoriamente   de   log   resultados

experimentales.

(El  texto  contintia  despu6s  de  la  Fig.  20)



40               80              120             160             ZOO

[Li2S04]     {mM)

FIGURA  20

Competen¢ia     entre     potasio   y   litio   en   el     Canal     de  hemocianina.

Los   puntos   son   los   valores  experimentales   de   la   conductancia   del   canal

6nico  en  soluciones   de   K2Soi   25  mM   (X),   50  mM   (.)  6   100  mM   (.)   mss

las    concentraciones    de    litio    que    aparecen    en    la    aboisa.    Lag    lfneas    son

calculadas    Con    el     modelo    de     tres     barreras,     usando    los     parametros    del

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

se  describe  en  el  Texto  y  en  el  Ap6ndice   .
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Resumen de  re8ultados.

El   canal  de   hemocianina   se  comporta   como   una   enzima   de   membrana   a

trav6s  de   la   cual   pasan  cationes  monovalentes.  El  mecanismo  de  transporte  no

es   el   de   una   simple  difusi6n   a   trav6s  de  un  pdro  lleno  de  agua,   y  queda   bien

descrito   por   un   modelo   en   el   cual   se   oonsideran   dos   sitios   de   uni6n   para   los

iones   separados   de   las   fases   acuosas   y   entre   sf   por   barreras   de   energfa.   Lag

ecuaciones  de  flujo  predichas  por  este  modelo  asf  como  tambi6n  log  potenciales

que    se   generan   a    trav6s   de   la   membrana   en   diversas   cirounstancias   y   los

fen6menos   de   competencia   i6nica   dentro   del   canal   describen   bien   lo   encontrado

experimentalmente.     La     validaoi6n     experimental     del     modelo     permite     sacar

conclusiones    de    los    valores    de   energfa   encontrados   para   log   iones   alcalinos

dentro   del   canal,    y   disoutir   o6mo   lag   secuencias   de   energfa   encontradas   para

log   iones   en   log   sitios   de   uni6n   del   canal   pueden   dar   alguna   indicaci6n   de   la

estructura  de  los  grupos  involucrados  en  el  ligamen.
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DISCUSION

La  hemo¢i&nina  como  un  canal  asim6trico.

Cuando   se   descubri6   que   la   hemocianina   formaba   canales   i6nioos   en

bicapas    y    que   las   curvas   corriente-voltaje   en    estado   estaoionario   eran   no-

lineales,     la    primera    explicaci6n    que    surgi6    rue    suponer    un    cambio    de    la

conductancia   asooiada   a   un   cambio   de   est,ructura   del   canal   en   respuesta   al

potencial.   Es   decir,    suponer   una   "compuerta"   (gate)   cuyo   estado   depende   del

potencial       aplicado.       Efectiva,mente,        cuando       se       aplicaban       potenciales

positivos    en    el    lado    fr4#S,    el    canal    fluctuaba        entre    varios    estados    de

conductancia,     pero    la    corriente    "instant6nea"    que    pasaba    a    trav6s    de    la

membrana   parecfa   ser   siempre   menor   para   potenciales   positivos   que   negativos

de    la    misma    magnitud.    En    un    trabajo    de    Latorre    ef    a/,     1975,     pareci6

resolverse    el    problema:    cuando    estos    autores`   extrapolaban    la    corriente    a

tiempo   cero   en   un   sistema   rfpido   de   registro   de   oorriente,   lag   curvas   a   +   y

-   50   mv   parecfan  extrapolar  al  mismo  punto,   indicando  que  el  canal  ten fa  un

estado  abierto  de  muy  "corLa  vida",   pero  esencialmente  6hmico.

Paralelamente,    Alvarez   et   al   (1977)   describieron   que   la   conductancia

del   canal   abierto   era   una   funci6n   saturante   de   la   concentraci6n   i6nica:   esto

los    hizo    postular    un    modelo    "michaeliano"    para    el    canal:    ten fa    un   sitio   al

cual    se    ligaban    especfficamente    los    iones    y    cambiando    los    valores   de    las

constantes      de      disociaci6n      con      este      sitio      pudieron      explicar      que      la
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conductanoia  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   "6hmico"   cumple   con   los   requisitos

para  ser  considerado  un  "poro  aouoso",   es  decir,   el  mecanismo  de  transporte  es

como   una   difusi6n   aouosa.   Sin   embargo,    la   conductanoia   medida   en   litio   es

alrededor   de   un   40%   de   la   que   se   deberra   encontrar   si   es   que   los   iones   se

estuvieran    moviendo    por    difusi6n.    For    otro    lado,    explicar    la    saturaci6n    de

la      conductanoia      con      la   ,concentraci6n      i6nica      y      la     seleotividad      K-Li

suponiendo   un   sitio   de   ligamen   es   imposible   de   rec6nciliar   con   la   idea   de   un

poro  acuoso.

Debido   a   esto,   decidimos   revisar   los   experimentos   de   registro   rfpido   de

corriente,    sobretodo   porque   en   log   experimentos   descritos   por   Latorre   c¢   4/,

1975,        Ia        enorme        corriente        capaoitiva        transitoria        que        sigue        al

establecimiento  del   pulso   no   habra  sido  compensada  por  medio  alguno,   de  modo

que   el   amplificador   de   corriente   permanecfa   saturado   mucho   rato    (1-2   ms)

despu6s    de    aplicado    el    pulso    y    la    extrapolaci6n    a    tiempo    cero    se    hacra

tomando    en    cuenta   log   datos   de   oorriente   que   daba   el   amplificador   cuando

reci6n  "volvfa"  de  su  estado  saturado.

Los  resultados  presentados  en  este  trabajo  muestran  que  la  hemocianina  se

comporta   como   un   reotificador   instant6neo,    ya   que   la,s  oorrientes  a  potenciales

positivos    son    menores    desde    tiempos    tan    tempranos    oomo    1    ¢s    que    las

corrientes      producidas     por     potenciales     negativos     de     la     misma     magnitud

(Fig.    13).    Este    resultado    permite    conclurr    que    lag    curvas   corriente    voltaje

de    lag    Figs.     10,     11    y     12,     heohas    en    la   tescala    de    log    ms,     realmente
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reflejan     que     la     relaci6n     entre     la     corrienteA   y     el     Voltaje     no     es     lineal

porque    el    mecanismo    de    transporte    es    diferente    que    una    electrodifusi6n    y

no     porque     la    estructura    del     Canal    cambie    en    respuesta    al    potencial;    en

esta       6ltima      posibilidad,       se      necesita       tiempo      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   G/   a/,

1982;    Labaroa    ef    ai/,     1980;    Miller,     1978;    Hanke    y    Miller,     1983;    Boheim

Gf    4/,     1981),     y    en    esta    escala    temporal,     el    canal    de    hemocianina    ya

presenta      una      Clara      rectificaci6n,       sin      que      se      observen      fluctuaoiones

discretas  de  la  oonductancia.

La  hemo¢ia,nina  como  una  enzima  de  transporte.

El   intento   que   mencion6   antes   de   explicar   la   saturaci6n   de   la   curva

corrient,e    vs   concentraci6n   i6nica   y   la   selectividad   al   potasio   sobre   la   base

de   un   modelo   que   contemple   sitios   de   uni6n   a   los   iones   rue   capaz  de  explicar

satisfactoriamente        ambas        observaciones        (Latorre        €/        a/,         1975).

En   t6rminos   de   barreras   de   energfa   y   sitios   de   lig6men,    ese   modelo   puede

esquematizarse    como    apareoe    en    la    Figura,    21.    Exists    un    sitio    de    uni6n

separado   de   las   soluciones   por   dos   barreras   energ6ticas   que   pueden   o   no   ser

iguales.    En    el    brat,amiento    michaeliano    clfsico,     se    considera    que    la    etapa

limitante    es    la    "salida"    del    produoto,     es    decir,     el    salto    a    trav6s    de    la

barrera      GB.     Con      este      modelo,      la      velocidad      inicial      de     la     reacci6n,

cuando     la     concentraci6n    qel    producto    tiende    a    cero,     est6    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    funci6n    del    potencial   el6ctrico   en    el    canal   de   hemocianina.    La

gran     diferencia     entre     lag     corrientes     a     potenoiales     positivos     y     negativos

mayores   de   50   mv   podrfan   explicarse   suponiendo   que   lag   barreras   de   acceso

que     separan     al     sitio     de     las     soluciones     externas     (GA     y     GB     en     la

Fig.   21    a)   son   diferentes.   Sin   embargo,    la   forma   de   la   curva   i/V,    que   es

superlineal    a    potenciales    negativos    altos    y    altas    concentraoiones    i6nicas,

sublineal    en    todo    rango    de    concentraci6n    a    potenciales    positivos    altos    y

tiende    a    hacerse    sublineal    a    potenciales    negativos    a    bajas    ooncentraciones',

requiere,   ademfs,   que   la   rapidez   con   que   pasan   log   iones   a   trav6s   de   alguna

de       las      barreras      sea      dependiente      del      potencia,I      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     respeoto    al    voltaie    porque    la    barrera    baiarfa    con    el

potencial   aplicado.   Eso   no   podrfa       explicar   que   a   potenciales   negativos,    la
1

curva  sea  sublineal  o  superlineal  dependiendo  de  la  concentra,ci6n  i6nica.

(El  texto  contin¢a  despu6s  de  la  Fig.  21)
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Esta   complejidad   de   la   ourva   i/V   puede   explicarse   introduciendo   una

complicaci6n   al   modelo   de   la   Fig.   21:   ademfs   de   las   dos   barreras   de  aoceso,

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   voltaje.  El  esquema  de  un

modelo   de   est,e   tipo   se   enouentra   en   la   Figura   22   A.   Los   I,amafios   relativos

entre   lag   barreras   de   acceso   y   la   barrera   central   se   pueden   aiustar   de   tal

manera    que.     a    concentra,ciones    bajas,     la    etapa    limitante    sea    la    entrada,

generando   curvas   i/V   saturantes   (Fig.   22   8)   y   a   concentraciones   altas,    la

etapa  limitante  sea  la  pasada  a  trav6s  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   ourva

i/V:  si   una   barrera   de   acceso   es   mucho   m6s  alta   que  la  central,   aun  a  altas

concentraciones    la    etapa    limitante    sera    la    entrada    del    i6n    a    trav6s    de    la

barrera  invariante,   produciendo  saturaci6n  de  la  corriente.

La    aparici6n    de    la    barrera   Central    variable    Con    el    potencial,    define

autom6ticamente   dos   sitios   de   uni6n  separados,   que   pueden  o  no  ser  sensibles

al    potencial    aplicado.    La   fracci6n   del    potencial    que   sienten    log   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.  Ios   resultados

que  aparecen  en  la  Tabla     6,   que  ]a  barrera  central  siente  alrededor  de  un   35%

del   potencial   aplicado,    el   sit,io    1,    s6lo   el   15   %   y   el   sitio   2   est6   fuera   de   la

zona    donde    cae    el    potencial.    Aun    cuando    las    fracciones    del    potencial    que

sienten   los   sitios   y    barreras   no   significan   distancia   espaoial,    ya   que   en   el

desarrollo   del   modelo   no   se   hace   en   ning6n   momento   la   suposici6n   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    d6bilmente,     sugiere    que    estfn

localizados   en   alguna   zona   cercana   a   lag   bocas   del   canal,    una   "antesala"   del

canal  que  no  presenta  una  alta  resistencia  el6ctrica.

(El  texto  contin6a  despu6s  de  la  Fig.  22).



a   baja   concentraci6n

FIGURA 22

a  alta   concentraci6n

Esquema de  un  modelo de  barreras para el  paso de  un  i6n a  trav6s de  un  canal

que contiene  dos sitios  de  ligamen  separados  pop  una  barrera  central.
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Conductancia     y     permeabilidad     en     €ana,leg     descrito8     por     modelos     de

barreras.

En   la   Figura   23   aparece   el   esquema   general   de   un   modelo   de   sitios   y

barreras    para    un    canal.    La    funci6n    que    relaciona    la    conductancia    con    la

concentraci6n   de   iones   en   un   canal   que   acepta   un   solo   i6n,    de   acuerdo   a

este  modelo,   est6  dada  por  (Lauger,   1973):

a.gin

Ko.6  +  a

(8)

en   que   a   es   la   concentraci6n   de   iones   en   la   soluci6n,   gin   es   la   conductancia

maxima   y   Ko.a   es   la   ooncentraci6n   i6nica   a   la   oual   se   obtiene   la   mitad   de

8in.

Lag    funciones   que   relacionan   a   lag   constantes,    Ko.6   y   gin,    con   lag

energfas   de   los   iones   en   las   barreras   y   en   los   sitios,    est.6n   descritas   por

las  relaoiones:

Ko,6  ai  I  exp  (-wi/RT)

I  exp  (-pi/RT)

I  exp  (-wi/RT)

(9)

(10)

en   que   wi   son   las   energfas   del   i6n   en   log   sitios   de   uni6n   y   pi,    las   energras

del  i6n  en  lag  barreras  y  R  y  T  tienen  sus  significados  habituales.



De  estas  relaciones,   se  desprenden  ias  siguientes  conclusiones:

90

1.    La    conductancia    alcanza    un    valor    m6ximo    con    la    concentraci6n    i6nica

(saturaci6n).

2.   La   conductancia   depende   tanto   de   la  energfa  de  uni6n  a  log  sitios  como  de

la  energfa  en  lag  barreras  de  activaci6n.

3.  La  constante  Ko.5  depende  s6lo  de  la  energfa  de  ligamen  con  los  sitios.

La   raz6n   de   permeabilidades,   Px/Py,   definida   por   la   ecuaci6n   (1),   se

relaciona    con    las    energras    del    i6n    en    el    canal    de    acuerdo    a    la    siguiente

expTesi6n:

exp  (-pox/RT(1   +  Zexp  ((piT  -POT)/RT)

Py/Px  =
exp  (-pot/RT(1  +  Zexp  ((pix  -pox)/RT)

(11)

en   que   X   e   Y   representan  a   dos   iones   diferentes   que  se  enouentran   a   uno  y

otro   lade   de   la   membrana,   po   representa   la   energfa   en   las  barreras  de  acceso

al   canal   y   pi,    la   energfa   en   lag   barreras   internas.   Esta   relaci6n   indica   que

la   raz6n   de   permeabilidades   es   independiente   de   la   energfa   de   ligamen   de   los

iones   a   los   sitios.   For   esta   raz6n,   estos   modelos   pueden   explicar   secuenoias

de     selectividad     diferentes     si     se     miden     razones     d6     conductancia     o     de

permeabilidad.

Si   hacemos   la   suposici6n   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  relaoi6n:

(piy  -  pix)/RT  =  Ap/RT  =  cte

entonces,   la  ecuaci6n   (11)  se  transforma  en:

P¥lpx = exp  Ctrp)/FIT

Combinando  las  ecuaciones  (9),   (10)  y   (13),   se  obtiene  la  relaoi6n:

(gmY/gmx)   .   (Ko,6X/Ko,5Y)   .   (PX/PT)  =   1

(12)

(13)

(14)

La  ecuaci6n   (14)   describe,   entonces,   una  condici6n  que  deberran   cumplir

a,quellos    canales    que    aceptan    un    solo    i6n    y    en    los    cuales,    adem6s,    la

diferencia    de   energfas   de   aotivaci6n   entre   dos   iones   es   constante   en   todas

las   barreras.   Esta   propiedad   ha   sido   usada   como   "diagn6stioo"   para   canales

que   cumplen   ambas   condiciones.   Si   se   observan   log   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

oomparan    los    diferentes    cationes    con    el    potasio.    Esta    observaci6n    permite

esperar   que   en   este   caso.   no   aplique   la   ecuaci6n   (14).   Cuando   se   calcula   la

rela,ci6n     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    diagn6stico    de    la    relaci6n

(14)    es    limitado,     ya    que    para    canales    tan    poco    select,ivos    como    el    de
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hemooianina,   en   que   todas   lag   razones   que   contribuyen   a   la,  relaci6n   (14)   son

cercanas   a   uno,    no   es   diffcil   imaginar   que   el   producto   de   ellas   sea   uno.   La

sensibilidad  de  este  met,odo  de  diagn6stico  es  muy  pobre.

(El  texto  contin6a  despu6s  de  la  Tabla  8).
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FIGURA  23

Esquema  g.eneral  de  un  modelo de  gitios  de  ligamen  y  barreraB  en  eerie

El   esquema    representa   lag   energl`as   del   i6n   en   el   canal   cuando   :I

potencial   aplicado   es   igual   a   cero.   Los   valores   de   pi   y   wi   represenban   las

energfas   del   i6n   en   lag   barreras   y   los   sitios,    respectivamente.   Los   valores

de    energra    cambian    cuando    se    aplica    una   diferencia   de   potencial,    Vm,    a

trav6s    de    la    membrana,    dependiendo    de    la    fracci6n    Di    del    pot.encial    que

exista  en  cada  sitio  a  barrera.



TABLA  8
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Relaci6n    entre    razones    de    condu¢tancia,    permeabilidad    y    constantes    de

diso¢iaci6n  para  log  cationes  alcalinos  en  el  canal  de  hemocianina.

Los  valores  representan  la  media  aritm6tica  y  su  error  standard.

CATION  (X)                    (gmx/gmK).   (Ko,6K/Ko,bx).  (PK/PX)

1,30  ±   0,51

0,99  ±   0,17

0,94  ±   0,16

1,05  ±   0,17

1,03  ±   0,14



La  contribuci6n del  potencial  de  super[icie.
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La   oarga   negativa   que   tiene   la   fosfatidilserina  que  estf  contenida  en  log

lrpidos    de    frejol    de    soya     produce    un     potencial     el6ctrico    negativo    en    la

soluci6n  acuosa  que  estf  inmediatamente  adyacente  a  la  bicapa,   comparado  con

un   potencial   cero   en   el   seno   de   la   soluoi6n.   En   t6rminos   de   la   teorfa   de   la

doble   oapa   difusa   (Guy,    1910;   Chapman,    1913),   la   magnitud   del   potencial   de

superficie   depende   de   la   concentraci6n   i6nica   de   la   soluci6n   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)  =  V(0)  exp(-#  .  x) (15)

en   que  V(x)   es  el  potencial  6n  la  soluci6n  a  una  distancia  x  de  la  membrana,

V(0)    es    el    potencial    en    la    soluci6n    que    est6    inmediatamente    adyaoente

a   la   membrana   y   r      es   la   constante   de   la   exponencial.   La   distanoia   a   la

cual   el   potencial   deoae   a   1/e   veces   su   valor   en   la   superficie   es   el   largo   de

Debye,   1/A:,   que  depende  de  la  ooncentraoi6n  i6nica  de  la  soluci6n  de  aouerdo  a

la  siguiente  relaci6n:

1/#  =   (Cr.k.T/47t.N  Zci.zi2.eo2)I/2 (16)

en   que   cr   es   la   constante   diel6ctrica   de   la   soluci6n,    k   es   ]a   constante   de

Boltzman,   T   la   temperatura  absoluta,   e   la   carga   electr6nica,   N   el  n6mero  de

Avogadro,    ci,    la   concentraci6n   de   log   iones   en   la   soluci6n   y   zi   la   valencia

del   i6n   i.



Aplicando   la   eouaci6n   (8}   a  las   concentraciones  de  K2S04  utilizadas  en

log   experimentos   de   ]a   Figura    15,    se   obtienen   las   distancias   de   Debye   que

aparecen  en  la  Tabla  9.

La   presencia   de   grupos   cargados   negativamente   en   log   lrpidos   que

forman   una   bicapa   produce   un   aumento   de   la   conductancia   a  cationes  mediada

por    transportadores    como    nonactina    y    valinomicina    (MCLaughlin,     1977)    y

tambi€n    aumentan    la    conductancia    del    canal    de    gramicidina,     selectivo    a

cationes   (Apell   Gf   a/,    1977).   Estos   resultados   se   explican   por   el   aumento

local   de   la   concentraci6n   de   cationes   que   se   produce   como   resultado   de   la

existencia  del  potencial  de  superfioie.

Sin    embargo,    en    el    caso   del    canal    de  ,hemocianina,    se    observa

que  la  conduotancia  es  menor  en  una  membrana  cargada  que  en  una  sin  carga,

como  se   aprecia  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  t6rminos  del  modelo  de

barreras    propuesto   para   este   canal:   si   el    potencial   de   superficie   disminuye

la   energfa   de   log   iones   en   los   sitios   y   en   la   barrera   Central   y   no   en   las

barreras   de   acceso,    en   una   membrana   cargada   serf   mss   diffoil   para   el   i6n

salir    del    canal    pc}rque   el    valle   sera    m6s    prof undo    y    la    barrera    de    salida

igual   a   la   de   una   membrana   neutra.  Es   decir,   la   corriente  que   pasa   a   trav€s
1

de   la   membrana   neutra   sera  mayor.   A   potenciales   bajos,   cercanos   a   cero,   la

etapa    limitante    del    transporte    es    el    paso    a   trav6s   de   la    barrera    central.

Esta   etapa   no   es   muy   afectada   por   el   potencial   de   superficie   porque   t,anto
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las   energfas   en   log   valles   como   en   la   barrera   central   varfan   mss  o   memos   lo

mismo    con    el    potencial    de    superficie.    En    otras    palabras,     log    valores    de

k2    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   energfas   del    i6n   en    el   sitio

y     en     las     barreras     de    acceso,     Esto     explica     por    que     la     diferencia     de

conductancia   entre   una   membrana   cargada   y   otra   neutra   se   hace   evidente  s6lo

a  potenoiales  aplioados  grandes.

La   pregunta   que   sigue   es:   dpor   qu6   el   potenoial   de  superficie   no  se

siente    en    lag    barreras    de    acceso?    La    respuesta    a    esta    pregunta    podrfa

encontrarse       en      las      observaciones      al       microscopio      electr6nico      de      la

hemocianina    asociada    a    bicapas    hechas    por   Mclntosh   ef    4/,     1980.    Estos

autores    encontraron     que    la     hemocianina     es    capaz    de    formar    estructuras

asociadas    a    bicapas    de    lfpidos    que    sobresalen    entre    2.5    y    4.5    nm    de   la

superfioie   de   la   membrana.   Si   comparamos   estas   distanoias   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    concentraci6n    de    la    soluci6n    i6nica    es    la    menor    de    todas.    En    otras

palabras,      el     hallazgo     que     lag     barreras     de     acceso     son     insensibles     al

potencial    superficial,     que    puede    explicar    el    hecho    que    la    conductancia    sea

para,dojalmente  mss   baja  en   membranas  cargadas  negativamente,   tiene  una  clara

correlaci6n  con  las  estructuras  que  la  hemocianina  forma  en  la  bicapa.



TABLA  9

Distancias  de  Debye  para  distintas  concentraciones  de  sul[ato de  potasio.
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La   tercera   columna   representa   la   fracci6n   del   potenoial   de   superficie,

V(s),    que   existe   a   una   distancia   de   4   nm   desde   la   membrana,   calculado   con

los  largos  de  Debye  de  la  segunda  columna  y  la  ecuaci6n  (8).

K2S04                                                                  1 /K

(mM)                                                            (nm)              ',

%v(s)



Tamafio  del  poro del  canal  de  hemo¢ianina.
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Los     resultados     obtenidos     para     la     conductancia     del     canal     en

soluoiones     de     sulfato     de     los     cationes     org6nicos     muestran     que     el     i6n

etanolamonio,   I   =   0,24   nm,   es   el   cati6n   mag   pequefio   que   no   puede   pasar   a

trav6s   del   canal.   Hidroxilamonio,   de   radio   0,20,   nm,   pasa   a   trav6s  del   canal.

Estos   resultados   indican   que   el   radio   del   canal   es   menor   que   0,24   nm.   A

pesa,r   que   log   tres   cationes   org6nioos   de   r   >   0,20   nm   probados   no   producen

una   conductancia   diferente   de   cero,    son   capaces   de   bloquear   la   conductancia

del   potasio,   seg6n   se   ve   en   la   tiltima   columna   de   la   Tabla   3.   Log  valores  de

esta   columna   deben   ser   comparados   con   el   valor   de   la   conductancia   del   canal

en  K2S04   25  mM  que  apareoe  en  la  misma  Tabla  y  que  es   134  ±  4.2  pS.  Esto

resultados    indican    que,    si   bien   estos   iones   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    ooncentreraci6n    de    noelectrolitos   concuerdan    con    los   obtenidos

de   medidas  de   conduotancia.   El   cati6n   monovalente   m6s  grande  que  se  us6  en

las   medidas   de  conductancia   rue   el   Tris.   cuyo   radio  es  de   0,29  nm.  Este  i6n

no   pasa   a   trav6s   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   m6s   grande   que   se   puede   generar.   Los   potenciales

de    flujo    de    urea    y    aoetamida,    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     oonclusi6n     anterior     que     el     radio     del     canal,     en    alguna     parte     de    su
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Los   resultados   obtenidos   para   el   radio   indican   que   el   Canal   tiene   una

zona    estrecha    donde    los    iones    y    el    agua    no    pueden    pa,sar    sino    en    "f ila

india".    De   la   magnitud    del    potencial   de    flujo   y    aplicando   la   ecuaci6n    (7),

se   llega   a   la   oonclusi6n   que   tres   mol6oulas   de   agua   acompaHan   a,I   potasio   en

su   paso   por   el   canal.   Considerando  el   difmetro`de   la   mol6cula   de  agua   (0,28

nm)   y   del   i6n   potasio   (0,26   nm);   resulta   que   la   zona   estrecha   del   canal   no

tiene   mfs   de    1   nm   de   longitud.   Otros   canales   estrechos   y   cortos   ham   sido

descritos   en   la   literatura,   como   el   canal   de   potasio   de   membranas   de   retfculo

sarooplasmftico    encontrado    par    Miller    y    sus    colaboradores    (Miller,     1978;

Coronado  Gf  4/,   1980).

dQu6  parte  de  la  mol6cula  de  hemo¢ianina  forma,  el  Canal?

La    mol6cula,    de    hemooianina    de    varios   moluscos   tiene   una   forma

oilfndrica  de   30  nm     de  di6metro   y   30  ~   35  nm  de  altura  (Van  Bruggen  et  al,

1963).   Su   peso   molecular   varfa   entre   2   y   9   .    106       (Senozan,    1976).   Los

estudios   al   microscopio   electr6nico   de   Mclntosh   e¢   4/,    1980,    mostraron   que

cuando  la  hemocia,nina  de  I]/Gyafa/ra  crG##/a[fal.   es  decir.   Ia  misma  que  se  ha

ubilizado    en    el    presence    trabajo,     interact¢a    con    bicapas    o    monocapas    de

lfpidos,     se    observa    la    aparici6n    de    estructuras    anulares    asociadas    a    las

membranas,    que   tienen   un   difmetro   de   7   nm   y   un   cfrculo   interior,   donde   se

acumula   el   colorante   negativo,    de   2   nm   de   di6metro.   Aparentemente,    estas

estructuras   no   son   lag   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   hemooianina

preinoubada   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).    Est,e

resultado     indica     que     la     disociaci6n     de     la     mol6cula     entera     produce     las

subunidades       que        son        responsables        de        la       formaci6n       del       canal.

Desgraciadamente,    no    hay    estudios   de   microscopfa   electr6nioa   que   muestren

lag   subunidades   que   resultan   de   la   disociaci6n   de   hemocianina   de   "Gy¢fa/ra[

cre#w/a[fa.    Es    posible    que    exista    alguna    diferencia    entre    ellas    y    las    de

jye//.¢  poac4f;a,   ya  que  Mclntosh  ef  4/,   1980,   muestran  que  la  hemocianina  d

jyG//.¢   es   incapaz   de   aumentar   la   conductancia   en   bicapas   de   lfpidos   y,    al

mismo   tiempo.   no   forma   las   estruct,uras   anulares   de   7  nm  de  di6metro   que  s6

observa,n  con  hemocianina  de  "Gy4fwr4  cre%w/¢¢¢.

La   pendiente   de  lag  rectas  de  la  Figura   7  resulta  cercana  a  uno,   lo

oual    sugiere    que    s6lo    una    mol6cula    interviene    en    la    formaci6n    del    canal.

Otros   canales,    como   el   de   alametioina,    por   ejemplo,    estfn   formados   por   un

gran    n¢mero    de    subunidades    y    los    cambios    de    conduotancia    del    canal    en
A

funoi6n    del    potencial    y    del    tiempo   se   explican   por   la   formaci6n   transitoria

de  agregados  entre  dos  o  mss  subunidades   (Bauman  y  Mueller,   1974;  Boheim,

1974;  Boheim   y  Kolb,   1978).  En  el  caso  del  ca,nal  de  hemocianina,   constitufdo

por    una    sola    mol6oula,     es    f6cil    oonciliar    la    hip6tesis    de    una    estruotura

asim6trica    fija    (un    rectificador    estructural).    Tambi6n    es    mss    f6cil    aoeptar

que   el   canal   pueda   contener   s6lo   un   i6n   a   la   vez   si   est6   formado   por   una

mol6oula    simple    de    protefna    que    si    estuviera    formado    por    un    agregado    de

peso  molecular  cercano  a   10.000.000.
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En   la   Figura    24   aparece   un   esquema   del   canal   de   hemocianina   qua

representa    un    intento    por   resumir   log   hallazgos   y    explicarlos   sobre   la   base

del     modelo     de     tres     barreras:     arriba     apareoe     el     potencial     de     superficie

suponiendo  una  soluci6n  de  K2S04   10  mM   (largo  de  Debye   1.1   nm,   Tabla  8).

Al   oentro   un   esquema   que   representa   la   estructura   posible   del   canal:   formado

por    una    sola    mol6cula    de    protef na    y    sobresaliendo    4   nm   del   borde   de   la

membrana   haoia  la   fase   acuosa.   La   parte   de   la   estructura   que   sobresale   tiene
1

un   di6metro   de    7   nm,    para   dar   cuenta   de   lag   observaciones   microsc6picas.

Tambi6n    tiene    una    zona    estrecha    al    interior,     donde    caerfa    casi    todo    el

potencial    aplicado.    Esta    estructura    se    propone    para    explicar    lag    siguientes

observaciones:    1.   Las   barreras   de   acceso   son   insensibles   al   potencial   de   la

superficie   porque  el   canal  sobresale  mss  de  dos  largos  de  Debye.   2.  Una  boca

ancha   a   la   entrada   del   canal   (de   al   memos   0,6   nm   de   di6metro)   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  di6metro  no  mayor   de   0,48  nm  porque  la  urea  y

la  aoetamida  no  pasan  a  trav6s  del  canal.  Esta  zona  no  tiene  mss  de   1  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   estfn   relacionadas   Con   lo   expuesto

en   los   puntos   1,   2   y   3   del   p6rrafo  anterior:  log  pioos  de  acceso  en   una  zona

donde   el   potencial   de   superficie   ha   cardo   a   cero   (es   decir,   al   potencial   de   la
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soluci6n),    el   valle   de   energfa   del   lado   cJ.j;,    que   representa   al   i6n   en   el   sitio

de   ligamen    1,    cercano   al   borde   de   la   membrana,    porque   siente   una   pequefia

fracci6n    del    potencial    aplicado.   El   valle   fr¢%Jp,    que   no   es   afectado   por    el

campo    aplicado,     puede    oolocarse    arbitrariamente    en    el    borde    ¢r4#S    de    la

membrana.   Ambos   valles   se   ubican   en   una   zona   relativamente   ancha,    si   se
i

hace    la    suposici6n    que    los    iones   grandes    bloquean    po[que    son    capaces   de

ligarse     a     estos     sitios.          El     pico     central,      en     el     interior     de     la     zona

estrecha,     donde    siente    una    fracci6n    importante    del    potencial    aplicado.    Las

distanoias    espaciales    de    log    picos    y    log    valles    no    tienen    relaci6n    con    las

fracciones   del   potencial   que   se   aplican   en   cada   uno   de   ellos,    ya   que   en   la

deducci6n   de   las   ecuaciones   no   se   hacen   suposiciones   acerca   de   la,   f unci6n

que  relaciona  al  potencial  con  la  distancia  dentro  del  canal.

(El  texto  oontintia, despu6s  de  la  Figura  24).
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FIGURA  24

Representa¢i6n  grifica  del  €a,nat  de  hemo¢ianina.

Arriba:   el    potencial    de   superficie   en   una    membrana   con    un    30%   de   lrpidos

cargados  negativamente  en  K2S04   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  lag  observaciones  mioroscopicas  de  Mclntosh  Gf  ai/,   1980.

Abajo:   el   perfil   de   energfa   del   potasio   en   el   canal.   Lag   alturas   de   log   picos

y  valles  son  las  que  a,parecen  en  la  Tabla   5.
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La  sele¢tividad  del  canal  de  hemocianina.

El    t6rmino    selectividad    i6nica    se    ha    utilizado    tradioionalmente    para

indicar   la,   preferencia   de   un   sistema   de   transporte   por   una  determinada   especie

i6nica,     desde    el    punto    de    vista    de    log    coeficientes    de    permeabilidad    que

surgen  de  la  medici6n  de  potenoia,les  bii6nicos.

Sin   embargo,   las  ecuaciones  que   se   obtienen   para   la   conductancia   y   la

raz6n   de   permeabilidades   aplicando   los   modelos      de   barreras   (ver   Ap6ndice),

se   observa   que   es   posible   obtener   secuencias   de   seleotividad   diferentes   si   se

consideran  la  conductancia  o  lag  razones  de  permeabilidad.

6Qu6  es,   entonces,   la  seleotividad?  En  aquellos  casos  en  que  el  proceso

puede    ser    explicado    en    t6rminos    de    difusi6n    simple,    la    selectividad    es    la

misma    considerando    cualquiera    de    los    dos    par6metros;    en    ese    caso,     el
1

coeficiente    de    permeabilidad    es   el    parfmetro   que    relaciona   el   flujo   con   las

diferencias    de    potencial   electroqurmico.   Como   el   coeficiente    de    permeabilidad

es   independiente   del   potencial   de   membrana   y   de   la   concentraci6n   i6nica   de  la

soluoi6n,   I,anto  las  razones  de  permeabilidad  como  lag  de  conductancia  deberfan

ser    independientes   de    la    concentraci6n    y    del    potencial.   En    tales   casos,    Ia

secuencia    de    selectividad    estf    dada    directamente    por    la    secuencia    de    los

coeficientes  de  permeabilidad.

El    caso    del    canal    de    hemocianina    es    un    eiemplo    en    que    existen
'

discrepancias    entre    la    secuenoia    de   selectividad    encontrada    por    uno    u    otro

m6todo    experimental    y    ademfs,     donde    las    secuencias    de    selectividad    son

afectadas  por  el  potencial  y  la  ooncentraci6n:
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1.  La    preferencia    por    el    potasio    sobre    el    litio    es    mucho    m6s    pronunoiada

cuando    se    analiza    la    conduotancia    i6nica.    De    la    Tabla    1,    se    deduce   que

gmLi/gmK   es   0.14.    en   Cambio   PLi/PK   es    0.35.   Lo   mismo   es   v6lido   para   Na

y  Cs,   aunque  en  menor  magnitud.

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

mss   selectivo  al   K   si  se  miden  conductancias  y  mss  selectivo  al  amonio  si  se

miden  coeficientes  de  permeabilidad.

3.  La    secuencia    de    selectividad    varfa    con    el    potencial    aplicado,    como    se

observa    en    lag    curvas    i/V    de    la    Figura    12:    a    potenciales    negativos    la

conductanoia   a   potasio,   rubidio  y  amonio  es  pareoida,   en  cambio  a  potenciales

positivos,    las   conductancias   a   rubidio   y   amonio   son   muoho   mayores   que   a

potasio.   Ademfs,   la   seleotividad   cambia   con   la   concentraci6n   i6nica,   coma   se

apreoia   en   la   Figura   18:   a   bajas  concentraciones,   la  conduotancia  m6s  alta  se

obtiene   con   amonio.   A   altas   conoentraciones,    en   cambio,    potasio   y   rubidio
1

muestran  la.s  oonductancias  m6s  altas.

Todas   las   caracterfsticas   de   selectividad   del   canal   de   hemocianina   que

hemos  enumerado  pueden  ser  explicadas  satisfactoriamente  |>or  el  modelo  de  tl.es

barreras    propuesto    anteriormente.    Est,o    se    refleja    en    los    siguientes    hechos:

1.  Da  cuenta  de  todas  lag  caracterfsticas  de  las  curvas  i/V   (Fig.   12).  0  sea,

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

2.  Reproduce   razonablemente   las   curvas   oonductancia-ooncentraci6n   cuando   se

utilizan   los   mismos   par6metros   obtenidos   del   ajuste   de   las   ourvas   i/V   (Fig.
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18).  Nuevamente,   el  modelo  es  capaz  de  generar  la  variaci6n  de  las  secuencias

de  selectividad,   en  este  caso  con  la  ooncentraci6n  de  iones.

3.  Reproduce   las   razones   de   permeabilidad   medidas   de   los   potenciales   bii6nicos

con  los  mismos  par6metros  obtenidos  del  ajuste  de  lag  ourvas  i/V  y  da  cuenta

de   lag   disore|)ancias   entre   las   secuencias   de   selectividad   diferentes   cuando   se

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

El   modelo   es   capaz,    entonoes,       de   explioar   las   peouliaridades   de   la

selectividad   de   este   canal,    y   la   explicaci6n   surge   de   log   valores   de   energfa

que    tienen    los    dist,intos    iones    dentro    del    Canal,     ya    sea   en    los    sitios    de

ligamen   o   en   los   picos.     Lo   interesante   serl'a,   a   continuaoi6n,   encontrar   alg6n

sentido    a    las    secuencias    de    energfa    para    los    distintos    iones    .    En    otras

palabras,   usar  estos  valores  no  s6lo  como  simpl;s  n6meros  empfricos  que  sirven

para    relacionar    variables   como   la   corriente   que   circula   par   el   canal   con   el

potencial    o    la    concentraci6n    de    iones,    sino    adem6s,    usarlos    para    deducir

algunas   caracterfsticas   estruoturales   de   los   sitios   de   ligamen   que   presenta   el

canal     a     log     iones     que     pudieran    explicar     lag     secuencias     de     selectividad

encontradas.

George   Eisenman   (Eisenman,    1965),   trabajando  con  electrodos  de  vidrio

selectivos      a      cationes      monovalentes      y      con      otros      gist.emas      seleotivos

artificiales,     encontr6     que    de     las     120    secuencias    posibles    de    selectividad

(considerando   a   los   5   cationes   aloalinos)   s6Io   se   daban   experimentalmente   11.

Partiendo   de   la   suposici6n   que   la   interaoci6n   entre   el   cati6n   y   el   sitio   era

de  origen  electrost6tico   y   que  el   cati6n  debl'a  desprenderse  al   menos  de   una  de

sus    mol6culas    de    agua    de    hidrataci6n    antes    de    interactuar    con    el    sitio,
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Eisenman   rue   capaz   de   generar   te6ricamente   las   11   secuencias   de   selectividad

que  habra  observado  experimentalmente.

En   srntesis,    el   planteamiento   es   el   siguiente:   la   diferencia   de   energfa

del  cati6n  en     el  sitio  cargado  negativamente   y   en   el   agua,   AU,   es  la  que,   en

6ltimo   t6rmino    ,    determina   la   preferencia   por   uno   u   otro   ligando   (es   decir,

por  el  agua  o  por  el  sitio):

AU   =   Uion-oitio   -   Uion-a(ua (17)

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

interacci6n  entre  el  cati6n  y  el  sitio  est6  dada  por  la  relaci6n:

Uion-aitio  =  -332q(1/(rn  +  I+)   +   1/(rp  +  I+)) (18)

en    que    rn    y    rp    son    lag    distancias    desde    el    centro    negativo    y    positivo,

respectivamente,    a   la   superficie   del   dipolo,    q   es   la   oarga   del   dipolo   y   r+   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  interacci6n   entre  un

cati6n   y   el   agua   o   un   dipolo   diferente   del   agua.   Se   puede   usar   esta   ecuaci6n

para     calcular     lag     energfas     de     hidrataci6n     y     las     de    interacci6n     dipolo-

cati6n,    y   estimar   las   diferencias   para   todos   los   cationes  alcalinos.   La   Figura

26,    sacada   de   Junge,    D.,    1981,    muestra   el   resultado   de   grafioar   AU   para

todos    los    cationes    alcalinos   Con   sitios   cargados   negativamente   de   diferentes

radios.   Se   observa   que   la   funoi6n   es   diferente   para   cada   cati6n,   dependiendo

de   su   radio,    y   las   lfneas   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

CATION    (K+)                    CARBONILO

FIGURA 25

qn=-0'64

qp=  0,64

qn  = -0'44

qp=   0,44

Esquema,  que  Tepresenta  la  intera¢ci6n  de  un  €ati6n  monova]ente  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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3,4 3,8                 4,2    '           4,6
r_   (A)

FIGURA  26

Energia    de    uni6n    entre    log    diierentes    cationeg    alcalinos    y        un    sitio

hipot6tico  de  carga  -1,  relerida  a  la  del €esio.

Sacado  de  Junge,   D.,   1981.

Las   11  secuencias  de  selectividad  son:

I.       Cs>Rb>K>Na>Li

11.     Rb  >  Cs  >  K  >  Na  >  Li

Ill.  Rb  >  K  >  C\s  >  Na  >  Li

IV.    K  >  Rb  >  Cs  >  Na  >  Li

V.      K>Rb>Na>Cs>Li

VI.    K  >  Na  >  Rb  >  Cs  >  Li

VII.  Na  >  K  >  Rb  >  Cs  >  Li

VIII.  Na  >  K  >  Rb  >  Li  >  Cs

IX.  Na  >  K  >  Li  >  Rb  >  Cs

X.  Na  >  Li  >  K  >  Rb  >  Cs

XI.    Li  >  Na  >  K  >  Rb  >  Cs
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Log   valores   de   energfa   que   aparecen   en   la   Tabla   6   representan   el   carnbio

de    energra    libre    entre    la    interacci6n    de    los    iones   con    las   diferentes   zonas

del   Canal    y   con   el   agua   en   la   soluci6n   acuosa.   En   otras   palabras,    valores

negativos   indican   que   la   interacci6n   con   el   sitio   del   canal   es   mss   favorable

qu?  con  el  agua  y  viceversa.  La  observaci6n  de  los  valores  de  la  Tabla  muestra

que    la    secuencia    de    energf a    para    la    interacci6n    con    los    sitios    1    y    2    es

Li   >   Na   >   K   >   Rb   >   Cs.   Esta   secuencia   oorresponde   a   la   secuencia   XI   de

Eisenman   (Eisenman,    1962)   que  indicarfa   que  se  brat,a  de  un  sitio  que  contiene

un    grupo    oapaz    de    generar    un    campo    el6ctrico    fuerte.    Para    log    picos    de

energra,   se   observa   que   el  pico  central  muestra  la  ;ecuencia  VI  de  Eisemann,

es   decir,    Na   >   K   >   Rb   >   Cs   >   Li.   El   pico   de   acceso   desde   el   ]ado   a;S

muestra    la    secuencia    XI    y    el    del    lado    ¢r¢#J;,     la    secuencia    11    o    Ill:

Rb  >  Cs  >=  K  >  Na  >  Li.

Relaci6n  entre  lag  eneTgia,a  d'el  i6n  y  la  estru€tura  del  Canal.

Las  secuencias  de   energfa   para  el  _ligamen   de   los  cationes  alcalinos   y  log

sitios   del   canal   de   hemocianina   indican   que   se   I.rata   de   un   ligando   capaz   de

generar    un    campo    el6ctrico    fuerte.    Lo    interesante    serfa    poder    aplicar    la

teorfa   desarrolla,da    por   Eisenman   para   reproducir   log   valores   de   las   energras

encontradas   para   la   interacci6n   entre   log   iones   y   los   sitios.   Sin   embargo,    es

muy   diffcil   hacer   este   cflculo   en   el  caso   presente,   porque   los   parfmetros   que

aparecen  en   la  ecuaci6n   (18)   son  desconocidos.   A  oontinuaci6n,   se  muestra  un

c6lculo    basado    en    una,   serie   de   suposiciones   que   tiene   como   tinico    objetivo

ilustrar    como    es    posible    generar    valores    de    energfa    que   son    del    orden    de

magnitud    y    que   tienen    la   misma   seouencia   que   log   encontrados   mediante   el

ajuste     del     modelo     de    tres     barreras    para    el    canal    de    hemocianina.    Las
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suposioiones      que      se      hicieron      para      hacer      el      c6lculo      tienen      alguna

justificaci6n:

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

Para  el  grupo  oarbonilo,   es   0,45.

2.  El    valor    de    rn    se    estima    en    0,14    nm,    que    es   el   radio    del   6tomo   de

oxfgeno.

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

carbonilo.

4.  Se   postula   que   el   cati6n   pierde   s6lo     una   mol6cula   de   agua   de  hidrataci6n.

El   radio   hidrata.do   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.   Es   decir,    ninguno   de   los   cationes   alcalinos,    aunque

estuviera    completamente    hidratado,     tepdrra    problemas    para    "caber"    en    el

canal .

Los    resultados    obtenidos    de    este    c6lculo,     usando    log    valores    de    q,

rn      y      rp      y      lag      ecuaciones      (17)      y      (18)      para      todos     los     cationes

alcalinos,     estfn    en    la    Tabla     10.    Se    observa    que    con    un    dipolo    de    lag

caracterfsticas    descritas    mfs    arriba,     la    secuencia    de    energfas    de    ligamen

es   Li   >   Na   >   K   >   Rb   >   Cs,    es   decir.    Ia   misma   que  se   encontr6   para   log

sitios   del    canal   de   hemocianina   con   el   aiuste   del   modelo   de   tres   barreras.

Esto   apareoe   en   la   primera   columna   de   la   Tabla.   Si   se   aumenta   el   valor   de

rn     de     0,14     a     0,17     nm     y     el     de     rp     de     0,27     a     0,30,     entonces    las
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energras   de   ligamen   que   resultan  son   lag   de   la   segunda   oolumna  de   la   Tabla.

Se   observa   que   en   ese   oaso,    la   secuencia   de      cambia   a   Rb   >   K   >   Cs   >

Na    >    Li    es    decir,     la    secuencia    Ill    de    Eisemann,    que    corresponde    a    un

sitio     con     un     campo     el6ctrico     m6s    dgbil.    Con    este    c6lculo    se    pretende

ooncluir  dos  cosas:

1.  Que  es   posible  generar  energras  de  ligamen   del  orden  de  las  encontradas  con

el   modelo   del   canal   de   hemooianina   propuesto  en   est,e   trabajo.   Esto  para   poder

concluir   que   los   ntimeros   obtenidos   son   compatibles   con   los   que   uno   esperarfa

de   la   interacci6n   entre   los   cationes   alcalinos   y   un   dipolo   de   oaracterfsticas

parecidas  al  carbonilo,   por  eiemplo.

2.  Que   basta   con   alejar   levemente   al   cati6n   alcalino   del   sitio   (eso   es   lo   que

significa,    en   6lt.imo   t6rmino,    aumentar   los   valores   de   rn   y   rp   para   el   cflculo

de  la  segunda  columna)   para  que  la  secuencia  de  energras  de  ligamen  ca,mbie  y

se   transforme   en   una   secuencia   corres|)ondiente   a   un   sitio   de   baja   f uerza   de

campo.   Este   cflculo   se   ha   hecho   para   conclufr   algo   respecto   al   significado   de

la   secuencia   de   energfas   encontra,da   con   el   modelo   para   la   barrera   central   de

energra:   de   acuerdo   a   Hille,     1975,    las    barreras   de   energra   pueden   I,ratarse

como    verdaderos    "sitios"    de    ligamen   donde   la   energfa   libre   del   i6n    es   s6lo

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

log   sitios   de   ligamen,    y   este   aleiamiento   hace   que   a   nit,ad   de   camino   entre

ellos,    sea   como   estar   ligado   a   un   sitio   de   mfs   baja   fuerza,   de   campo   que

cualquieia  de  los  dos  sitios  verdaderos.

Un   problema   que  debe  ser   disoutido  es  que  el   m6todo  de  ajuste  da  como
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resultado   energfas   libres   de    log   iones   en    log   sitios    y   en    lag   barreras.   Las

energfas   que   se   calculan   con   la   ecuaci6n   (18)   son  energfas  intemas,   de   modo

que   no   es   correcto   considerarlas   iguales   en   esta   discusi6n.   Sin   embargo,    la

contribuci6n     del     t6rmino     entr6pico     al     proceso    de    hidrataci6n     es     pequefia

(Robinson,    R.   A.   y   Stokes,    R.   H.,    1959).   Par   otra   parte,   de   acuerdo   a

Eisenman,     el    t6rmino    entr6pico    tambi6n    es    despreciable    en    la    interacci6n

entre  log  cationes  y  el  ligando  (Eisenman,    1962).
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TABLA  10

Dilerencias   entre  energias     de  interacci6n  alcalinog-agua  y  al¢alinos  con  un

ligando  dipolar.

Log   c6lculos   se   hicieron   aplicando   las   ecuaciones   (17)   y   (18)   con   los

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

y  rp  =   0,27  nm.  En  la  segunda,   rn  =   0.17  nm  y  rp  =   0,30  nm.

Cation                                                                                     AU

(kcal/mol)
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El  potencial que  surge  debido  a  la  carga  de  imagen.

El   problema   que   tiene   todo   este  anflisis  estf  en  que  no  ha  sido  posible

generar   con   el   c6lculo   de   lag   diferencias   de   energfa,    n6meros   id6nticos   a   los

encontrados   con   el   modelo   de   tres   barreras.   La   diferenoia   mfs   notoria   es   que

los    ntimeros    que    resultan    son    siempre    menores    (m6s    negativos)    que    los

experimentales.

Es   posible   que   la   explicaci6n   a   ese   hecho   est6   en   la   presencia   dentro

del   canal   de   otro   componente   de   energra   para   los   iones,   que   surge   del   simple

hecho   de   cambiar   al   i6n   desde   un   medio   de   alta   constante   diel6ctrica   (del

agua,)   a   un   medio   de   menor   constante   diel6ctrica,   constitufdo   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    i6n    que    se    aproxima.    Lag    interacciones

electrost6ticas   entre   el   i6n   y   el   canal   se   Yen   afectadas   por   este   hecho   y   la

magnitud   del    potencial   elect,rico   que   surge   como   resultado   de   este   efecto   se

ha  estudiado  en  t6rminos  de  la  llamada  "carga  de  imagen".

En    srntesis,    se    oonsidera   que    la    interfase    entre    la    soluci6n    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   distanoia   igual   a   la   distancia   entre   el   ion   y   la   membrana.

De    este    modelo,    se    puede   calcular   la   "dificultad"   que   encontrar6   el    i6n    en

entrar  a   la   membrana   debido  a   la   repulsi6n   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

A
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del  Canal   de  gramicidina,   que   tiene  un   poro  de   0,4   nm  de  difmetro  y   3  nm  de

largo   resulta   del   orden   de   lag   5   kcal/mol.   En   el   canal   de   potasio   del   nervio

(Armstrong,   1974)  con  un  di6metro  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   energra

de   esta   barrera      se   sumarra   a   las   energi6s   de   interaoci6n   especf f ica   del   i6n

y  el  canal.

En  consecuencia.   en  el  caso  que  estamos  analizando,   todos  log  valores  de

energfa   encontrados   del   aiuste   del   modelo   de   tres   barreras   estarran   sobre   un

"pedestal"    de    3-5    kcal/mol.    En    todo    caso,    es   necesario   reiterar   que   estos

cflculos     son     solamente     tentativos     y     que     su     comprobaci6n     experimental

requerirra   un   mayor   conocimiento   de   la   estructura   qurmioa   del   canal,    que   no

estf   disponible   por   el   momento   y   cuya   dilucidaci6n   escapa   a   los   objetivos   de

este  trabajo.
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APENDICE

Ecua¢iones  generales  de  llujo.

En   un   modelo   de   transporte   como   el   que   aparece   esquematizado   en   la

Figura     23,      y     aplicando     la     teorfa     de     velocida,d     absoluta     de     reacci6n

(Glasstone  Gf  a/,   1941),   las  constantes  cin6ticas,   k:   ,   se  describen  como:

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

en    que    Gi    representa    la    diferencia    de    energra    libre    del    i6n    entre    el    pico

(pi)   y   el   valle   anterior   (wi-I),    R   es   la   oonstante   de   los   gases      y   T   es   la

temperatura   absoluta.   Si   ponemos   la   oondici6n   que   el   Canal   puede   aceptar   un

solo    i6n    a    la    vez,     puede    encontrarse    en    s6lo    una    de    n+1    condiciones

posibles:          vaci'o     o     con     el     i6n    en     uno     de     los     n     valles.     El     flujo     de

iones   ,   J,    a   trav6s   de   este   canal   en   el   estado   estacionario   estarf   dado   por

el  flujo  a  trav6s  de  cualquiera  de  las  barreras,   por  ejemplo:

J  =  RT  (Po  .  kl  -  Pi  .  k-I) (20)

en   que   Po   es   la   probabilidad   de   encontrar   al   i6n   fuera   del   canal   y   Pi,    la

probabilidad      de      enoontrarlo     en      el      siLio      1.      Las     expresiones      para      las

probabilidades    se    pueden    obtener    empleando   el    m6todo   de    King   y    Altman,

(Segel,     1975),    y    son    funciones   de   lag   constantes   cin6ticas   que   a   su   vez
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dependen  de  la  energra  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   dent,ro   del   canal   a   la   vez,    el   canal   puede

encontrarse   s6lo   en   uno   de   tres   estados   posibles:   vacfo,    Con   el   i6n   en   el

sitio    1    a   Con   el   i6n   en   el   sitio   2.   En   un   esquema   cin6tico,    este   modelo

puede  representarse  asf :

L2

La    contribuci6n    del    potencial    el6ctrico    aplicado    a    lag    constantes

oin6ticas    se    introduce    en    el    modelo    suponiendo    que   el    pico    central    siente

una     fraoci6n     D2          del     potencial     aplicado     y     el     valle     1,      una     fracci6n

Di     .     De    acuerdo    a    estas    suposiciones,     las    expresiones    para    lag    seis

constantes  cin6ticas  son:

kl  =  a  .  exp(-G^)

k.I  =  exp((Gi  +  Di.U)  -  GA))

k2  =  exp((G|  +  Di.U)  -(GB  +  D2.U))

k-2  =  exp((G2  +  U)  -(GB  +  D2.U))

kS  =  exp(G2  -  Go)

(21)

(22)

(22)

(23)

(24)
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k_S  =  a-.  exp(-Gc) (25)

en   que   a   es   la   actividad   del   i6n   en   la   soluci6n,   U   se   define   como   ev/AT,

donde   V   es   el   potencial   aplicado,   e   es   la   carga   del   electr6n   y   AT   tiene   su

significado    habitual.    Los    valores    de    energfa    para    el    i6n    en    log    sitios    y

barreras  (G's)  est6n  expresados  en  unidades  de  1/RT.

Lag   expre§iones   para   las   probabilidades   Po,    Pi   y   P2      de   encont,Tar   al

canal    en    alguno    de    log    tres    estados    se    encuentran    utilizando    el    m6todo

gr6fico  de  King  y  Altman  (Segel,   1975)  y  son:

Po     =  k-I  .  k-2  +  ks  .  (k2  +  k-I)

Pi     =  k_S  .  k-2  +  ki  .   (k-2     +  k5)

P2     =  k-S  .  k-I  +  k2  .  (ki     +  k.S)

La   corriente   i6nica   en   el   estado   estacionario   estf   dada   por   el   f lujo

neto  a  trav6s  de  cualquiera  de  las  tres  barreras:

I  =  eAT/h  .  (Po  .  ki  -  Pi  .  k-I)/(Po  +  Pi  +  P2) (29)

donde   e   es   la   carga   elemental   (1.6   .    10-`9   C)   y   AT/h   vale   6.2   .   10!2   s-I.

El     denominador    surge    de    la     necesida.d     que     la    suma    total    de    lag    tres

probabilidades  debe  ssr  uno.

La   ecuaoiones   (20)   al   (29)   se   usaron   para   caloular   la   corriente   en

funci6n     del     potenoial,      a     diferentes     ooncentraciones.     Al      comienzo,      se

caloulaba   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    energi'as.     hasta    encont,rar    el

conjunto     que     produjera     las     curvas     corriente     voltaje     mss     parecidas     a     las

experimentales,     de    acuerdo    al    criterio    de    los    mfnimos   cuadrados.    El    cflculo

se   hizo   para   todos   los   iones   alcalinos.

Estas   ecuaciones   tambi6n   se   usaron      para   calcular   la   corriente   que   pasa

por    el    canal    cuando    hay    mezclas    de    potasio    y    litio   en    la    soluci6n    acuosa.

Este    cflculo    se    hiz()    para    probar    si    el    modelo    podi'a   predecir    la   competencia

entre    estos    dos    jones,     es    decir,    Ilo    se    us6    el    programa    de    ajuste,     y    lag

corrientes     se     calcularon     usando     como     parf metros     log     valores     de     energra

enconLrados    mediaril,e    el    ajuste    descrito    m6s    arriba.    Primero,     se    calculaban

las     probabilidades     para     el     potasio,     como     si     el     lit,io    no    est'Jviera;     luego,

las    del    litio,     como   si    no   estuviera   el    potasio,    y    por   6ltimo,    se   calculaban

las     probabilidades     combinadas.     Por     ejemplo,      la     probabilidad     de     que     el

poLasio    est6    en    el    sitio    1    es    el   producto   de   la   probabilidad    de   que   est6   en

dicho    sitio    en    ausericia    del    litio    multiplicado    por    la    probabilidad    de    que    el

litio   no  est6   en   el  sitio  en  ausencia   del   potasio.

Por    6ltimo,     estas    ecuaciones    tambi6n    se    usaron    para    calcular    los

poLenciales      bii6nicos      entre     potasio     y      ]os     dem6a     cationes     alcalinos     que

predice    el    modelo    de    barreras.    Para    ello,     se    calcul6    Ia    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      cc)mbinadas      que      se      describen      arriba.      EI

potencial   que   hace  que   ]a  corriente  sea  cero  es  el   potericial   bii6nico.
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