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RESUMEN 

En este trabajo se demuestra., por pr iméra vez., que los 

canales i6nicos de levaduras pueden ser estudiados en bic:apas 

ip.idic:a: planas bo::::i ~i jac1::..n de ·¿'oltaje. 

Los canales registrados presentaron las siguientes 

caracter~sticas: e i >- en la mayor.la de los experimentos se 

incorporó más de un canal a las bicapas. lo cual sugiere que los 

canales se encuentran agrupados en racimos. El comportamiento 

cinético sugiere. además, que en los racimos la actividad de los 

canales no es independiente; ( i i ) con las soluciones iónica.s 

empleadas <300 mM KCl cLs/100 mM KCl trans>,las dos conductanc:ias 

ménores registradas en bic:apas de PE/PS::l/l, fueron de 40 y 65 

pS, y parecen originarse por la actividad de dos canales 

diferentes; <iii> los canales registra.dos fueron permeables al K ...... 

con una relación de permeabilidades <PK~>/<PN0+) de 

Ba
2

+ y el TEA bloquearon a los canales; < iv > tanto en 

2; ( iv) 

bic:apas 

incorporación múltiple de canales. como en bicapa.s con un 

e.anal. la actividad 

voltaje. 

de éstos 

o.o 

fu-=- 1 igerament:.e dependiente 

el 

con 

sólo 

del 



SUMMARY 

In this work we show that the fusion of purified 

membranes of yeast into planar bilayers allows the study oT 

c:hannels. 

plasma 

yeast 

The prooerties of ~he recorded channels 

cases more than ene channel became incor~orated in 

( i ) 

the 

in most 

bilayer, 

this behavior suggests that tne channels are distributed in 

clusters in the yeast membrane. Furthermore, the kinetic behavior 

suggests that the channels do not gate i ndependent l y; ( i i ) the 

main conductances detected were of 40 and 65 pS. and they seems to 

arase from the activity of tv.10 different c:hannels; 

recorded channels were permeable to K-, 

of 2; Civ> the channels were blocked by 

wi th a 

ªª2+ 
channels were only slightly voltage dependent. 

n 

ratio 

and TEA; 

e i i i ' the 

CP +>/CP -> 
K Na.. 

(V) the 



I NTRODUCCI ON -

Las células de ~odos los seres ~ivos se encuentran delimitadas 

por membranas que. además de separar el interior celular del medio 

externo y dividir el interior en c::ompartimento~y desempet"ian una 

gran variedad de funciones centrales para la vida celular. Una de 

éstas funciones., tal vez la más importante, es la de constituir 

una barrera de permeabilidad selectiva tanto para la entrada e: amo 

para la salida de materia de los compartimentos que delimitan. 

Las bases estructurales de las membranas que dan lugar a sus 

propiedades de permeabilidad son: el interior hidrofóbico de la 

bicapa lip.1dica. que le confiere una permeabilidad basal y la 

presencia. característica para cada membrana., de prote.1nas que 

realizan funciones de transporte de manera selectiva (126]. 

PERJ-tEABI L 1 DAD BASAL DE LAS HEHBRANAS. 

El interior hidrofóbico de las membranas les confiere una 

permeabilidad basal no selectiva para moléculas no polares C3BJ y 

el a.gua [37J, de acuerdo con la cua.L una sustancia ''k" dada puede 

entrar o salir en forma pasiva <Aµ < O> con un flujo neto "J" qUe, 

en estado estacionario, está dado po~: 

J pk <Ckº - Cki> 

La ecuación anterior <1ª ley de Fick de la difusión ( 127 J) ' 

establece que dada una diferencia de· concentraciones 'ºCk" entre el 

exterior "o" y el interior ''i" de un compartimento, el flujo neto 



pasivo (de mayor a menor concentraci6nl depende del valor de la 

permeabilidad basal "Pk" de la membrana. 

Pk depende de la solubilidad de k en la membrana en relación 

difusión en la. membrana. 

región hidrocarbonada de la membrana. 

º"Ax". de acuerdo con la. expresión t39,, l27J: 

P k ( D ,J'k > / i!.>< 

hx es aproximadamente constante entte distintas membranas; as~ 

1a permeabilidad basal varía directamente con ei producto de DK y 

~J.: t3BJ ... El·. c:oefic:.'i.ent.e de difusión decrece con el volumen nielar 

de1 compuesto t37J. ~K varia exponencialmente con la diferenc:.1a de 

potencial. -qu.1micr;> estándar de \< < µk.
0 > entre la fase ac:.uosa. y la 

membrana tl27~, de acuerdo con la siguiente expresi6n: 

(3k. = exp(-(µkºcmembrana) 
o . 

- µk <agua)J/RT> 

Para compuestos no polares hµ~ es negativo; por ejemplo, en la 

serie de los alcanos, 6~0 es negativo y decrece linealmente con el 

número de átomos de carbono (130J. 

As~. entre moléculas de tama.f"i.o semejante, la permeabilidad 

basal crece exponencialmente con la hidrofobicidad del compuesta. 

Por otra lado~ como el ~µ0 de moléculas hidrof .1.1 icas c::omo los 

iones. es positivo, la permeabilidad basal hacia éstos es mu.y_ 

baja., <e.fS. se requiere de. un aporte de energ~a de 250 KJ para 

transferir a un mol de K+ del agua al interior de membrana. 

C72J>; por tanto, los flujos pasivos que tienen luga~ debida a la 

permeab i 1 id ad basal de la membrana están restringidos, con 

excepción del agua, a moléculas no polares [37, 38, 1273, y por 

ello la ecuación de Fick no toma en cu.en ta la existenc:ia de 
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fuerzas eléctricas. 

Los compuestos hidrofílicos. y en particular los iones. cruzan 

las membranas. prácticamente sólo través de las ''-!tas 

per-m.;abil1dac ::e!er.::::-civa (·ver la !a. y 2ª columnas de la tabla 1. 

donde se dan valores de permeabilidad basal de bicapas lip.1.dic:as 

hacia iones, en unidades de resistencia eléctrica> 

CANALES IONICOS Y ACARREADORES. ELEHENTOS ESTRUCTURALES DE LA 

PERHEABILIDAD SELECTIVA DE HEHBRANAS. 

El paso de sustancias hidrofílicas de un compartimento a 

se da a través de protei.nas integrales caracteri.sticas de 

membrana. Funcionalmente, las protei.nas de transporte son de 

tipos a saber: acarreadores y canales. Un acarreador se 

otro 

cada 

dos 

puede 

definir como una protei.na integral de membrana con función de 

transporte, en la cual el o los sitios de unión a sus sustratos 

están accesibles en forma alternada a ambos lados de la membrana, 

pero no simultáneamente; en tanto que en un canal los sitios son 

accesibles de manera simultánea en ambos lados de la membrana 

[76]. 

A diferencia del transporte basal, descrito por la ecuación de 

~ick, que es poco selectivo, el transporte por canales y 

acarreadores es aitamente selectivo. Así., estas protE!-i.nas forman 

la base estructural de la permeabilidad selectiva de las membranas 

-biológic:as, que está dada por la. naturaleza de las interacciones 

de las protef.nas transportadoras con sus sustratos C53, 69). 

Una gama muy amplia de sustratos, tanto h idroff.1 ices como 
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hidrofóbicos, pueden de manera selectiva. por 

acarreadores. En los acarreadores. la selectividad suele medirse 

como la concentración a la oue se obtiene la mitad de la velocidad 

m~xima ~~transporte IKm> [69J. 

A través de los canales principalmente se mueven iones y agua. 

En condiciones fisiológicas. la mayor~a de los canales catalizan 

el paso de NaT, y (51 J --aunque su grado de 

selectividad es muy variable y algunos poc:o selectivos, como las 

porinas de las bacterias, permiten el paso de moléculas c::omo la 

urea e incluso azucares Cl5J--; muchos canales son c::apac::es de 

seleccionar fuertemente entre iones de igual valencia, y cuyo 

radio cristalino difiere solo en décimas de angstrom (e.g., ver la 

tabla 1 de la referencia 72>. 

La selectividad de los canales iónicos se expresa en términos 

de coeficientes de permeabilidad, o comparando la conductanc::ia del 

canal para sus distintos iones permeantes (34, 52, 53, 69, 72J. 

Los c~eficientes de permeabilidad se calculan a partir de 1.a 

ecuación de Goldman [34. 52J: 

PK lK <RT/F
2

)explVmF/RT>l<CKJ
0

- CKJ'-exp<VmF/RT)) 

En donde F es la constante de Faraday, R 1a constante de 1.os 

gases, T es la temper-atura absoluta, Vm es el potencial de 

membrana, y CKJ es la actividad del K~. En esta e~presió~, PK está 

dado en la misma forma que en la ecuaci6n de Fick, es decir: p = 
lK 

DK~K/Ax, solo que aqu~ los coeficientes de difusión y partici6n 

son los del ion en el poro acuoso Que forma el e:. anal <ver- m~s 

abajo ) C 52 J • 

Una de las hipótesis bajo las que se deriva la ecuación de 



Goldman, es la que en 1952. Hridgkin y Huxley llamaron el princ:ipio 

de independencia C56J: La oportunidad <probabilidad) de que un ion 

dad . .o cruze la 

independiente 

Sólo en 

membrana en un 

de 

los 

la presencia 

casos en que 

intervalo de tiempo dado, es 

de otros iones4 

se cumple el principio de 

independencia, coinciden las medidas de selectividad en términos 

de conduc::tancias, con aquellas dadas en términos de c:oefic:ientes de 

permeabilidad [13, 54]. 

Actualmente se sabe que el paso de iones a través de muchos 

tipos de canales no se comporta de acuerdo c:on 

independencia [13, 52, 54, 139]. Sin embargo. 

el 

el 

principio 

cálculo 

de 

de 

coeficientes de permeabilidad a partir de la ecuación de Goldman, 

constituye el punto de· partida de todos los estudios de 

selectividad de los canales iónic:os. 

CARACTERISTICAS 

CANALES. 

GENERALES DEL TRANSPORTE POR ACARREADORES y 

Tanto los canales como los acarreadores 

integrales de las membranas; ambos son enzimas, ya 

son 

que 

prote.1.nas 

catalizan 

(aceleran> el paso de iones y moléculas <sus sustratos> de un 

c::omPartimento a otro. sin afectar el 

libre> del proceso [32, BBJ. 

6G. <el cambio de energJ..a 

A' diferencia de la difusión simple en que, según la ecuación 

de Fick, el flujo aumenta linealmente con la concentración, el 

flujo a través de acarreadores y canales varia en forma compleja 

c:on la concentración,. depend i ende del tipo partic::ular de 



interacción de la prote~na de transporte con los iones o moléculas 

que se transportan (54J. 

Dos caracter~sticas funcionales establecen la diferencia entre 

acarreadores y canales. la priméra,, de ca.rae ter energético, 

consiste en que a través de los canales los iones se mueven 

siempre a favor de su gradiente elec,tr_oqu:f.m~c::o_ <~µ < O> [52), en 

tanto que el transporte por puede ser a favor de 

gradiente o pasivo (~µ < O>, o bien en contra de gradiente o 

activo <~µ > O> [127J. La segunda diferen~ia es de tipo cinético: 

el número de recambio de un canal es varios órdenes de magnitud 

mayor que el de un acarreador, y que el de la mayor1.a de las 

enzimas solubles [32, BBJ <el número de recambio de una enzima se 

define como: el número de moles de sustrato transformados por 

minuto por mol de enzima bajo condiciones óptimas [124J). A través 

de un canal pueden pasar de 10
6 

a 10
9 iones por segundo, lo que 

está muy por encima de la velocidad de un acarreador CBBJ. 

La baja velocidad de transporte a través de un acarreador 

hace que la corriente eléctrica asociada con este proceso sea 

peque~a; así, por ejemp 1 o la bomba de 
+ Na presenta 

ve loe:: id ad máxima de 540 iones Na+ y 360 iones K+ por segundo 

ºe CBBJ, lo que produce un flujo saliente neto de hasta 

cationes monovalentes por segundo, ésto corresponde a 

corriente de tan sólo 1.8 * -4. 
10 pA; este n~vel de corriente, 

muy 

una 

a 37 

180 

una 

esta 

muy por debajo del ruido eléctrico de origen térmico que,. a 37 ºe, 

en una resistencia de 1 Mn es de pA, a KHz [ 128:1. En 

contraste, la magnitud de la corriente asociada al flujo de iones 

por un canal es del orden de picoamperes,. lo que permite el 

6 



registro de esta "corriente unitaria" .. 

Un dato que permite c:omp1ender la diferencia en 

velocidades de transporte entre ac:ar1eadores y canales, es el 

del procese;: el transporte por acarreador ti ene un Q de 2 
.10 

a 

las 

Q 
'1.0 

3. 

lo que senala que se tienen que remontar energías de activación 

elevadas; por otro lado, el 0
10 

para el flujo de iones a través de 

canales es del orden de 1~3 a 1.6, que es como el de la difusión 

de iones en agua CS2,, SBJ. 

El 0
10 

del flujo por canales y su alta velocidad de transport~ 

indican que, al abrirse 9 los canales forman un poro acuoso a 

través del cual los iones difunden (52 9 SSJ. 

HE:TODOS DE: ESTUDIO DE LOS CANALES IONICOS 

F~JACION DE: VOLTAJE. FUNDAHE:NTO. 

El interior hidrofóbic:o de la bicapa lip~dica, y la presencia 

en ésta de proteínas con función de transporte,, hacen que la 

membrana se comporte como un c:apac i ter en paralelo c::on una 

resistenc:ia. Este comportamiento -modelo RC- fué senalado por Cole 

y Curtis en 1938 C52J; de esta forma la corriente de la_ membrana a 

un tiempo dado I't> esta dada por dos componentes: 

I < t l I,. < t) 

I,. es la corriente resistiva, y Ices l.a corriente capacitiva. 
'= 

Ir es la suma de las corr-ientes iónic:as que cruzan la membrana en 

un tiempo dado: 

7 



I. es la corriente que transporta el ion j. 
J 

es la corriente 

formada por reacomodos de carga en y a través de la membrana 

C52J; le esta d~da por: 

<dV/dt) 

Cm es la capacidad eléctrica <capacitancia) de la membrana y V 

es el potencial de membrana, de esta manera, la corriente de la 

membrana esta dada por: 

I < t > = e,,, <dV/dt) -+-E l/t> 

Durante procesos fisiológicos como en un potencial de acción, 

o durante condiciones experimentales en las que se cambia el 

voltaje a una membrana, el potencial de membrana V, cambia decenas 

de milivolts en el orden de micro a milisegundos. Por ejemplo en 

el axón del calamar, L. pe-alei, el potencial de acción se produce 

con una velocidad máXima de 400 mV/ms CS6J; debido a ésto, 1.a 

corriente capacitiva Ices tan grande que enmascara a la corriente 

resistiva. Entonces, para poder registrar las corrientes iónicas 

que fluyen a través de la membrana, es necesario mantener fijo el 

voltaje. de manera que la derivada que aparece en se anule. 

La fijación de voltaje de una membrana. a través de la cual se 

están dando flujos iónicos netos. se logra mediante un ci1cuito de 

retroalimentación negativa. El circuito continuamente reajusta la 

corriente, de manera que la membrana permanece a vol~aje constante 

y se mide ia corriente iónica. Cole y Marmont desarrollaron este 

procedimiento en 1949 y se le conoce como fi jac i6n de voltaje 

C52J-

La implementación práctica de la fijación de voltaje depende 

del tipo de preparación con que se trabaje <e. s-, ver capítulo 2 

a 



de la referencia 52>; la que se emplea en bicapa.s pla.na5 se 

de5cribirá en la. sección de Materiales y Métodos. 

La fijación de voltaje fue empleada por primera vez p~r Cole y 

por Hodgkin 1 Huxley y Kat= en 194q (52J. Posteriormente. en 1952. 

Hodgkin y Huxley emplearon la fijación de voltaje en su estudio 

clásico sobre las bases i6nicas del potencial de acción en e1 axón 

gigante del calamar LoLLeo p-ea.Lei. 

registraron el curso tempora1 de 

<macroscópica> que pasa a 

distintos voltajes. 

través 

[56- 59J. En dicho 

corriente iónic::a la 

de la membrana del 

estudio 

promedici 

axón a 

La estrategia experimental empleada por Hodgkin y Huxl~y y el 

modelo matemático que elaboraron, han sido, sin duda 

mayor influencia en los estudios de las corrientes 

alguna, 

iónicas 

la 

a 

través de canales 1 tanto a nivel mac:rosc::ópico e: amo 

unitario (de un solo canal> CB6J, aunque cabe se~alar que 

y Huxley nunca emplearon el término de canales. 

a nivel 

Hodgkin 

Desde los trabajos de Hodgkin y Huxley, se ha y se sigue 

obteniendo mucha información valiosa mediante el registro de 

de 

la 

corriente promedio <macroscópica> que fluye a través los 

canales de una membrana. Sin embargo, hay toda una serie de datos 

que no se pueden obtener fAc:.ilmente a 

mac:.rosc:.ópicos. Por ejemplo~ la c:onductancia 

constante de asociación de una droga con 

constantes de velocidad laS distintas 

partir de registros 

de 

los 

e:. a da canal~ la 

las 

los 

canales. o 

transiciones de 

·canales etc. La estrategia que se sigui6 en un principio para la 

obtención de este tipo de información, fue el análisis de ruido de 

las corrientes mac:.rosc6pic::as [52, 120J. Este enfoque, aunque 

9 



fruct~fero. tiene.el inconveniente de que proporciona datos que no 

se obtienen de manera directa, y son dependientes del modelo 

molecular que se proponga. Actualmente se han desarrollado varias 

estrategias que permiten el registro directo de la actividad de un 

solo canal <para.~na discusión extensa de las ventajas de 

reg~stros unitários sobre los macrosc:6picos ver a 

C24J, tambien ver C2, 28J>. 

Uno de los logros más importantes de las 

Colquohun 

técnicas 

los 

1981 

para 

detectar la actividad de un ~ole canal. es que dan la posibilidad 

de registrar canales de células y de organelos celulares que no 

son accesibles con las técnicas electrofisiológicas clásicas. 

HETODOS DE REGISTRO DE CANALES UNITARIOS. 

Actualmente hay dos métodos de registro de canales unitá.rios: 

la incorporación de canales en bicapas 1 ip.1.dicas planas bajo 

fijación de voltaje [30), y el patch-clamp [50J. 

Las corrientes ionicas a través de un solo canal se observaron 

por primera vez en los anos 60s con la técnica de incorporación en 

bicapas planas. 

BICAPAS LIPIDICAS PLANAS. 

Existen varios tipos de bica.pas fosfolip.idicas planas: bicapas 

negras CBLN>, bicapas formadas por ·aposición de 

bicapas en la punta del electrodo del 

90, 129J. 

patch-clamp 

monoca.pas 

[30, 36, 

y 

48, 



Tanto las ELN como las formada~ por aposición de monocapas o 

virtualmente libres de solvente CSLLS>, se Torman a través de un 

agujero circular de una pared de plástico o de teflón que ~epara a 

dos compartimentos Que contienen una solución electrol1tica dada. 

Las BLN se forman pasando por el agujero de la partición, un 

pincel con una dispersión de l~pidos en un so1vente orgánic:o no 

volAtil, que usualmente es un alcano de cadena larga, por 

n-decano. Esta clase de bicapas por lo tanto c:antiene 

ejemplo 

$Olvente 

orgánico [30, 140J. El método de formación de ELN se detalla en la 

sección de materiales y metodos. 

Las BLLS. se forman por aposición de monocapas l ip.!.dicas que 

virtualmente no contienen solvente orgánico. Primero, la interfase 

aire-1~quido .de las soluciones electrolíticas se deja por debajo 

del agujero-de la partición. Se pueden formar monocapas 

de varias maneras en la interfase aire- l.!.qui do. Por ejemplo a. 

partir de un equilibrio espont·áneo con los fosfo 11.p idos de 

vesiculas de membranas biológitas o de liposomas que se adicionen 

a las soluciones elec:troll.tica'So, o bien mediante el depósito 

directo~ en la interfase aire-solución, de una dispersión de 

l~pidos en un solvente orgáni~o volátil como el hex.ano. Una. vez 

que se han generado monocapas estables, se aumenta el nivel de las 

soluciones v~ al coincidir las monocapas de la interfase en la 

apertura de la pared. se forma. u~a bicapa C30, 90, 91; 120J. 

La tabla 1 <ref. 91) presenta las propiedades eléctric:.3.-s de 

ras bicapas lipidica.s planas y de las membranas biológicas. Como 

puede observarse, desde el punto de vista eléctrico, las BLN y 1as 

BLLS difieren en el valor de su capacidad eléctrica; ésto se debe 

1 l 



a las diferencias de grosor de ambos tipos de membranas~ Las BLN, 

debido a la presencia del solvente orgánico, presentan un grosor 

mayor que las BLLS, y por lo tanto tienen una capacidad e-1 éc:: tr ica 

espec~fica menor. De la misma manera, al estar virtualmente libres 

de solvente, las BLLS tienen un grosor semejante al de las 

membranas bio16gicas, y por 1o tanto su capacidad específica es 

similar. La resistencia eléctrica de las membranas biológicas es 

menor que la de las bicapas lipídicas planas debido a la 

presencia, en 1as membranas bio16gicas~ de prote.1.nas c::apac.es de 

transportar iones. 

Tabla l. Propiedades de bicapas lipldicas (tomada de la ref 91> 

Propiedad BLN BLLS B. biológica. 

Resistencia <O cm2
) 

Capacidad CµF/cm
2

) 

Grosor de la re-

gión hidrocarbo­

nada <A>* 

.45 :!: .05 .9 :!: • l 

42 22 

*Grosor medido mediante el valGr.de capacidad •.. 

<10"" 

.a- i. 2 

lb- 24 

La aposición.de monocapas, se puede hacer en la punta de ·Un 

electrodo para patch-clamp (ver abajo)~ en cuyo caso se obtienen 

BLLS en la punta del electrodo de patch C48, l.29J. La aposición se 

logra cruzando m~s d~ una vez, con el electrodo, a una monoc.apa 

12 
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lipídica preformada en la interfase aire-líqido de una solución 

electrol~tica. La resistencia y capacidad espec:.ifi ca de estas 

bicapas ~s igua~ a 

debido al área tan 

la de las 

p~quena de 

BLLS; la diferencia está en que 

valores la punta del electrodo. los 

totales de capacidad y resistencia de estas membranas son mucho 

menores que los de las BLLS, lo que finalmente se 

nivel m~s bajo de ruido eléctrico [30, 48, 129~. 

traduce en un 

Fina'lmente, cabe sena.lar que las bicapas 1 ip1.dicas 

planas, también constituyen una herramienta 

bombas -iónicas Ce.e .• referericia 51>. 

para el 

INCORPORACION DE CANALES EN BICAPAS LIPIDICAS 

FUSION. 

PLANAS. 

estudio de 

HETODO DE 

Los canales ionices presentes en ves.1.culas de membranas 

biológicas, o frac:c:iones puras de canales reconstituidos en 

liposomas pueden incorporarse en bicapas 1 ip.1dic:as planas. La 

incorporación de los canales se puede obtener mediante la fusión 

de las membranas, que presentan los canales, con la 

C20, 22, 142J. 

bicapa plana 

Por convención, al lado de la bicapa al que se ag1egan las 

lado vesículas con los canales, se le denomina el lado cis, al 

el lado al opuesto se le denomina tran..s. E1 lado c~s es también 

cual se aplica el vo1taje-; el lado t.ra:n...s se mantiene 

·-a tierra [83] ... 

virtU.almente 

Para que pueda haber fusión se requiere que: i> las vesículas 

de membrana se adhieran fuertemente a la bicapa plan~; esta fase 
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se ha denominado estado de prefusión; ii> que -haya un flujo neto 

de _ag_ua hacia el interior de las vesi.c:ula.-:. que están en estado de 

prefusióri. El flujo de agua hacia el interior de las vesículas, 

hace que estas se hinchen y se fusionen con la bic:apa plana ( 1. 

20- 22J. 

Cuando se tiene un potenc:ial de superficie nega~ivo, tanto en 

las ves.1culas como en el lado cis de la bi_c~_P~.~-- la adiciOn de 

cationes diva.lentes al lado e i..s facilita .la adhesión de las 

ves~culas con la bicapa plana L20, 22J. La -adhesi-6,.; también se 

favorece manteniendo en agitación la solución del lado cis~ 

Para tener un flujo neto de_ agua hacia é1 interior de las 

vesi.culas se sigen los siguientes i ) hacer el 

interior de las vesiculas hiperosm6tico,. respect~ ª'- ~la solución· 

electrol.1tic:a del lado e L.s; i i ) hacer 'lado 'cis sea 

hiper-osmótico respecto del t.rans; natUT-alme.nt·e ~qu_e esto produce un 
, , 

flujo neto de agua de trans a cis,. y de eSt_a.·-.fa~·ma· las vesi.culas,. 

estrechamente adheridas a la bic::apa., se hinchan y algunas de 

ellas, eventualmente,. se fus.ionan; i i i) combinar los dos 

procedimientos de arriba Cl, 20, 22). 

El flujo de agua hacia el interior de las vesi.c.ulas es una 

fase indispensable del proceso de fusión.- L 20., ,22, 142] <sin 

embargo para un dato en dirección contra~ia ver la referencia 73>. 

En cambio, la presencia de c.a"tiones diva.len.tes,. con un potenc::icl.l 

de superficie negativo en las .. membrana·""S.,. no constituye una fa.se 

aunque s1 i ncrement.a· considerablemente la 

probabilidad de la fusión [20J; ésto parece deberse a que el 

estado de prefusi6n se puede alcanza'r de cualquier manera en forma 

14 



espontánea c1. 22J. 

Finalmente. cabe senalar que algunos factores geométricos como 

el tamano promedio de las ves~culas o el número de bicapas de cada 

liposoma no parecen ser pa1ámet1os relevant~s 

fusión (20, 142). 

15 
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EL TRANSPORTE: DE IONES Y EL POTENCIAL DE HEHBRANA EN LAS LEV ADUR.AS. 

El potencial de membrana de las levaduras es generado por la 

expulsión activa de H+ a travé>s de la ATPasa de H+ (17, 122]. 

La existencia de bombas de protones en la membrana plasmática 

de levaduras fue postulada por Pe~a en 1972 [9BJ. Se sabía que al 

adicionar K• al medio en que se encuentran las levaduras• se 

produce un aumento en la velocidad de fermentación y de 

respiración de las células~ Pena demostró que el efecto del K+ se 

produce sólo cuando el pH del medio es ácido <alrededor de <t.0). 

También demostró que los mismos efectos metabó l ices se pueden 

obtener poniendo a las células en un medio sin K-, pero con un pH 

alcalino. Finalmente, demostró que el efecto sobre el metabolismo, 

tanto de la adición de K+ como del pH alcalino.,, se debe a 

ambos casos se produce un aumento en los niveles de ADP 

que 

de 

en 

las 

levaduras. Con base en estos resultados, postuló la existencia de 

una ATPasa de H+ en la membrana plasmática. Las ATPasas generan un 

9radiente electroqu~mico de H+; la entrada de depolariza 1 a. 

membrana y disminuye asi el ~µH-+- y por tanto aumenta la expulsión 

de H .. y la hidrólisis de ATP a pH 4; claramente, un pH alcalino en 

el medio produce también un incremento en el bombeo de H~ por la 

ATPasa. de H .... (99., lOOJ. 

En la explicación dada por Pena., tambiél se formuló la 

hipótesis de que la energía para la entrada de K+ está. dada por el 

potencial de membrana 9 y que la entrada de K~ ocurre a través de 

un sistema de transporte distinto al de la ATPasa de H• <ya que,. 

en un medio con pH alcalino 9 puede haber expulsión de H+ 

haya K .... en el medio) C9B., 101]. 

La hipótesis de que el influjo de ocurre 

sin que 

por un 

transportador distinto a la b~mba de H+., ha recibido apoyo con el 

uso de compuestos, como las alquilguanidina.s y el bromuro de 

etidio., que, a concentraciones bajas, inhiben la entrada de K+ sin 

que aparentemente se afecte el bombeo de 

emba.r-go., algunos experimentos realizados 

parcialmente purificadas y 1econstituidas 

mostrado que el bombeo de H .... esta acoplado a.l 

16 
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con ATPasas de 

en liposomas., han 

flujo de (136, 



137].. aunque este punto no ha sido pl.enamente demostrado, 

principalmente por la falta de 

pura de la ATPa.sa. 

una preparación suficientemente 

EL POTE:NCI AL DE: HE:HBRANA DE: Lé:YADURAS. 

El potencial de membrana _de las levaduras se ha trata.do 

estimar tanto en forma directa, con microel~~trodos, como 

de 

de 

manera iT"'ld irecta, través. de la d i.s-,;r i bue: i ó n de c:atione~ 

me l éc:u l a-s 1 ipof.11 ic:.os marca.dos radiac:tivamente., o de 

fiuorest.entes. 

La evaluación del potencial de membr a.na mediante la 

distribución en el equilibrio de iones radiactivos o de moléculas 

fluorescentes, presenta varios problemas, como son la posible. 

distribución de los indicadores en c:ompartimentos intracelulares,. 

de los c.uales el más importante parece ser la mitoc.ondria 

ya que la diferenc:ia de potencial de la membrana vacuo lar 

e: 104:1. 

parece 

ser de tan solo 20 mV, positivo en el interior de la vac::uOla C:17, 

122J; otro de los problemas en este tipo de mediC:ianes es la 

posibilidad de que los iones indic::adores se unan a sitios 

inespec~ficos de las ~élulas, como las protei.nas, las 

internas etc, lo que ocasiona que la actividad de los 

sea menor que la concentración medida. 

membranas 

indicadores 

Además. de los p1oblemas menc:.ionados uno de los 

mayores inconvenientes en el empleo de 

arriba, 

cationes lipof.1.licos 

radiactivos, es que en la mayoría de las levaduras, el tiempo 

toma a estos iones alcanzar el equilibrrio es muy largo, por 

que 

lo 

que el valar de Vm ~alcwlado no refleja las condiciones il')ic:iales 

de las células. Así par ejemplo, en Saccharomyces c~revLsLae se ha 

reportado que se 

tetrafenilfosfonio 

requiere de hasta 

<.TPP-) alcance el 

3 horas 

equilibrio 

para. que el 

t 17]. .y en 

~ndomyc&s ~-">6nus((, aún despúes de 4 horas de incubación, el TPP~ 

no se alcanza a equilibrar (_12J; sin embargo en algunas ,.levadura"s 

del género P..h.odotoruic. el tiempo de equilibrio tanto del 

como de anio~es como el tiocianato <SNC->, es de solo 20 min [63l. 

Debido a los problemas mencionados arriba., las medidas de 
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potencial basadas en el empleo de iones lipofílic:os radiactivos y 

fluorescentes. solo pueden considerarse como indicadores 

semicuantitativos del potencial 

122:1 -

(V > de 
m 

las leva.duras e 12, l 7, 

La evaluación del potencial de membrana con mi croel ec trodos 

se ha realizado-sólo en las especies de levadUras de mayor ta.mano. 

En Sczccha.romyces cerevi.s.ia.e Dobbelmann et. al e registros no 

publicados. comentados por Bakker et.. al Cl2J) encontraron que no 

se pueden registrar potenciales estables con microelectrodos. 

La tabla 2 muestra algunos de los valores de potencial de 

membrana reportados. Según se 

cuantitativas, el valor de Vm 

aprecia, 

medido 

aunque 

tanto c:on 

con diferenc:ia.s 

TPP• como con 

microelectrodos, varia marcadamente con la concentración externa 

aumentar 

donde vm 
de protones. En general la membrana 

el pH del medio. Una excepción es 

se 

P. 

hiperpolariza al 

h"t..Un.bo l d t. i i en 

alcanza una hiperpolarización máxima a pH 6.0 [62). Otro de 

factores que determinan el valor de 

El aumento en la concentración de 

membrana [31, 62]. El efecto tanto del 

es la concentración de 

del medio 

pH como del 

depo 1 ar iza 

K+ sobre 

la 

V 
m 

son una manifestación de la elevada permeabilidad de la membrana 

de levaduras hacia estos iones; as~, aunque con las reservas que 

imponen las dificultades metodológicas sen.aladas, en la tabla 2 se 

observa que los valores de Vm medidos con 

orden de magnitud del potencial de Nernst 

valores de la tabla 2 de éste trabajo, con 

referencia 17>. 

microelectrodos son 

del <comparar 

la tabla r 

EL TRANSPORTE DE POTASIO EN LAS LEVADURAS. 

del 

los 

la 

La entrada de K+ a 

car ac: ter.!.st i cas: 

las levaduras ~resenta las siguientes 

a> Se da a través de al menos dos tipos de: acarreadores, uno de 

baja afinidad, con Km d~ 0.5 mM [6) (y que históricañreT-ate fue el 

primer sistema de transporte en el que se utilizó el formalismo de 

Michaelis-Menten C27J>; y otro, descrito 

afinidad. con Km de 20 µM CllOJ. 

l.8 

recientemente, de alta 



b) El sistema de baja afinidad presenta la siguiente secuencia de 

afinidad: k• > Rb• > es• > Na• > Li• [6J. 

e> La entrada de K•, por el sistema de baja afinidad, es inhibida 

en forma competitiva por las alquilguanidinas y por el bromuro de 

etidio, sin que esto afecte al bombeo de H+ [101- 103). Más aún~ 

en K. -l.a..cti.s, algunas mutantes resistentes al bromuro de etidio, 

tienen disminuida su capacidad de transporte tanto del etidio como 

de K+ por el sistema de baja afinidad [lBJ. 

dl Los dos sistemas de transporte difieren también en 

sensibilidad a desacoplantes y a la temperatura [110, lllJ. 

e> Los dos sistemas de transporte se activan dependiendo ·de 

concentración de del medio, mediante un proc:eso 

1 11.J .• 

su 

la 

·que 

Este aparentemente no requiere s~ntesis de prote~nas [110, 

punto pone de manifiesto un aspecto importante a tomar en· , cuenta 

en los estudios de transporte en levaduras, a saber: 

c:aracter~stic:as dependen marcadamente de la composición del 

en que son puestas antes del experimento. 

sus 

medio 

f> Se piensa que la fuerza directriz para el influjo de K~ es 

potencial de membrana 

inhiben la entrada de 

ya que desacoplantes, 

concentraciones en 

contenido de ATP no se ve afectado [101] y, a mayor 

como el 

las que 

potencial 

el 

DNP, 

el 

de 

membrana, mayor es la entrada de K+ [101]. Aunque generalmente se 

piensa en la entrada de K• como dada a través de un uniportador, 

claramente las evidencias anteriores no pueden descartar la 

existencia de un cotransporte H~- K más aún, en otros hongos se 

ha demostrado la presencia de dicho cotransporte (112, 122J. 

valores de potencial de Como se se~al6 arriba, aunque los 

membrana calculados de la distribución de ca.t iones lipof~licos, 

resultan demasiado bajos para explicar el bµk+ (17J, el Vm 

con microelectrodos es del orden de magnitud requerido, 

medido 

lo que 

sugiere que el K+ se encuentra distribuido pasivamente a través de 

la membrana plasmática. 

Cuando las células, en 

transferidas a un medio sin 

ausencia de sustratos metabólicos, 

K•, se observa un eflujo neto de 

durante un periodo que va de segundos a minutos. Cuando 

células se encuentran fermentando o respirando, todo el 
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salió es nuevamente acumulado. A diferencia del influjo de K• que 

ha sido muy estudiado, es muy poco lo que se sabe de su eflujo. 

Al menos una parte del eflujo pasivo que se observa al 

a las levaduras a un medio sin K+, debe de darse a través 

ionices, ya que. como se mencionó arriba. éstos catalizan 

pasar 

canales 

flujos 

iónicos pasivos. Las levaduras presentan al menos dos clases de 

canales ionices: de y e: anales sensibles a presión poco 

selectivos. 

LOS CANALES IONICOS DE LAS LEVADURAS. 

El registro de las corrientes ioónic:as a través de 

comenzó, sin que se empleara el término de canal, c:on el 

canales 

estudio. 

de las bases iónicas de los potenciales de ac:c:ión de células 

C52J; excitables, básic:amente en neuronas y músculos 

posteriormente, con el advenimiento de técnicas de i nc:orpor ación 

de canales en bicapas lip~dic:as planas y del patch-clamp, se 

hecho evidente que los canales iónic:os también se 

c:élu las no-excitables i. e., 
acción; as~ se ha demostrado 

que 

la 

no presentan 

presencia de 

encuentran 

potenciales 

canales en 

ha 

en 

de 

1 a 

membrana plasmática de bacterias [15, SO, 143J. de protozoarios 

[34J, de hongos unicelulares, y de célu 1 as vegetales (93, 94J; 

también 5e ha demostrado que en los animales la presencia de 

canales iónicos no se encuentra restringida a las c:él u 1 as 

excitables, sino que se encuentran en todos los tipos célu 1 ares, 

Jugando papeles centrales en procesos tan variados como la 

respuesta inmune (74] o la fecundación [29J; más aún, se sabe que 

también se encuentran canales en membranas de organelos 

vac:uolas, las mitocondrias y el retículo 

132, 13SJ. 

endoplá.smico 

como 

(23, 

la,,; 

119. 

En las levaduras, a finales de 1986, haciendo patc:h-c:la.mp a 

protoplastos, se reportó la existencia de cana.les de en su 

membrana plasmática C46J. Empleando la misma t~_cnic:a, 

posteriormente, se reportó que también presentan canales sensibles 

a presión poco selectivos [47]. Los canales iónicos de la membrana 

plasmática han sido ya incorporados a bicapas 1 ip~dic:as negras 
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(43- 45J; con el empleo de esta última estrategia, también se ha 

reportado la presencia de canales en la 

e 131, l 3SJ. 

membr-ana de .. la vacuo l. a 

Haciendo patch-clamp de protoplastos, se ha reportado que los 

canales de KT de la membrana plasmática de las levaduras presentan 

las siguientes caracter~sticas [~6): 

a> La conductancia unitaria de la transición más peque~a es de 20-

27 pS, en soluciones simétricas de KCl 120 mM a pH 7.2, a 20 ºt~ 

b) Al réemplazar a 100 mM de KCl por 100 mM de NaCl. se reduce un 

poco la conduc:tancia unitaria. y el potencial de inversión <i.. e.• 

el valor de potencial en el que 

desplaza a 5 mV del nuevo potencial 

la 

de 

corriente vale cero> se 

Nernst del. lo 

significa que los canales seleccionan al sobre el Na..,...; 

que 

sin 

embargo, no se dio explícitamente el 

relativa de estos iones. 

val.ar de la permeabi l i.dad 

e:) En la configuración de '"célula completa" se observan corrientes 

macroscópicas al depolarizar la membrana. Cuando la membrana es 

hiperpolarizada, también se observan corrientes pero estas son 

inestables y. por ello. no fueron caracterizadas. 

d> El TEA 20 mM, y el 

bloquean la corriente 

BaCl 10 mM 
2 

activada por 

aplicados al 

depol.a.rizac:ión, 

medio externo, 

lo cual es otra 

indicación de que la corriente es transportada por canales 

(7-lOJ. Este efecto se reportó, en el caso de la adición de 

sólo a nivel de corrientes macroscópicas i.e., el bloqueo 

de 

no 

caracterizó a nivel unitario. El bloqueo por bario solo 

mencionado .. 

TEA, 

se 

fué 

e> Aunque el efecto no se ha mostrado, se menciona que los canales 

de K+ se bloquean completamente con concentraciones altas 

<170 mM> 

de es~ 

externo, 

tu.vieron 

f) Se mencionó que la adición de 10 mM de CaC1
2 

al medio 

o variacio~es eO el Ca
2 

...... interno entre 0 .. 1 µM y 10 mM no 

ningún efec~o, lo que sugiere que estos canales no son 

por Ca.2
+. 

regulados 

g> Cuando en el modo de célula completa se aplican voltajes por 

arriba de 40 mV, la corriente macroscópica de un pico inicial se 

relaja, en el or-den de segundos, a un estado en el que es posible 



observar las transiciones individuales de los canales; este último 

estado alterna con periodos en los que 

"inac:tivados". 

todos los canales están 

hl La cor r i e.nte activada por depolarizaci6n fluc:tua muy 

r-ápidamente <pr-esenta "fl ickering"). 

i> La mutación prna.1-105 produce células de. S. cerevi.sia.e, que 

presentan una reducción de un 65% en su 

variación en el pH óptimo de la enzima. en 

actividad de 

la Km para el 

ATeasa, 

ATP, y 

disminución de la sensibilidad a la inhibición por vanadato; la 

10 mutación afecta a la ATPasa en una región localizada a 

aminoácidos de su sitio de fosforilación. En estas mutantes los 

canales de K• son activados por ATP, as~ al agregar ATP C lOµM-

lmM> se observa que "la región de voltaje de actividad intensa de 

los canales, se desplaza hacia voltajes· menores a medida que la 

mM 

hacia 

concentración de ATP del medio aumenta" (107J-

desplaza la curva de probabilidad de apertura, en 

El 

50 

valores menores de potencial. Debido a lo dif~c:il que 

poder analizar las transiciones de un sólo canal, la 

ATP 

mV, 

result~ el 

probabilidad 

de apertu1a se tuvo que calcular hacienda análisis de ruido, bajo 

la hipótesis de que los canales presentan 2 estados cerrados y uno 

abierto (107J_ 

j) Los canales sensibles a ATP se 

depolarizaciones como por hiperpolarizaciones 

(107J. 

activan 

mayores 

tanto 

a 100 

por 

mV 

kl Los canales sensibles a ATP se bloquean con 20 µM de DCCD C107J_ 

Los canales sensibles a 

propiedades (47]: 

presión presentan las siguientes 

a> La conduc:tancia de la transición más pequena es de 36 

CsCl 170 ~M a pH de 7-2-

b> La secuencia de permeabilidad <Pi.on/Pc::
5
•> para 

monovalentes es~ K• Cl.09> > Rb+ C0-91) > Na+ C0-75) > Li• 

e> La secuencia de permeab'ilidad <Pi.on/Pcg+) 

diva.lentes es: Saz+ (0.76) > Ca 2
+ <0.54) > Mg 2

+ 

(0.32> -

para 

(0.<t6> 

pS en 

cationes 

C0-42>. 

cationes 

> Co 2
+ 

d) La secuencia de permeabilidad <Pi.on/Pc
9
•> para aniones es: 
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l < 1 • 37 > > · Br < 1 .09> > Cl <0.63> > F CO .57> > Glu C0.07>. 

e> Los canales son bloqueados desde el interior por Gadolinio 10 

µM. 

f> Los canales son regulados por la .tensi6n de la membrana., más 

que por la :presión. y presentan adaptación <desensibili=ación> 

en función del voltaje. 

~os canales de la vacuo la de s.· ce:i-evisi.a.e tienen las 

siguientes características [ l.3i-~ --138]-: 

a) La c:onduc:tancia unitária es de 435 pS en soluciones simétricas 

de KCl 300 mM o con 300 mM de KCl en CLS y 100 mM de KCl en Lrans, 

a pH 7.2. 

b) La se.lec:tividad <P ,......P +> de estos canales es: 
ion IC 

Cs• C 1-02) > Na• C0.78> > Li + C0.72>. 

e> La conductaneia relativa de la corrien~e macroscópica muestra 

un máximo a -30 mV; es decir, a un valor que aproximadamente 

corresponde al potencial normal de la membrana vacuolar. 

d> Los canales de la vac:uola sólo se abren cuando hay Ca.2 +, en el 

orden de milimolar., en el lado que corresponde 

las células .. 

al citoplasma de 

Uno de los aspectos que llama la atención de los trabajos 

publicados sobre canales de levaduras, 

resultado obtener registros de canales 

es lo dif.1.cil 

únicos. Esto 

que 

se 

ha 

ha 

traducido en que, hasta ahora, no se ha podido estudiar en detalle 

ni la cinética, ni la farmacolog~a, ni la dependencia del voltaje 

de estos canales <la unica curva reportada de probabilidad de 

apertura en función del voltaje, se obtuvo con análisis de ruido 

ClO?J>. As~ no es ~xagerado decir que todavia nos encontramos en 

la fa.se inicial de la cara.e ter i zac ión de 

biof~sicas. 

Por lo que se refiere al papel fisiológico 

canales en los hongos en general, y en 

particular, ca.be sena.lar que hasta antes de 

sus propiedades 

que tienen 

las 

la 

levaduras. 

aparición 

los 

en 

del 

primér reporte sobre los canales de levaduras hace 4 anos C:46J. 
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todos los flujos de ion·es, y en particular del potasio, se 

interpretaron generalmente en función de la operación de permeasas 

para iones [17J; por lo que aún no se sabe cual es el papel 

fisiológico de los canales en este tipo de organismos. 

Este ~raba.jo representa el inicio del estudio de los canales 

de la membrana plasmática de levaduras, mediante un enfoque 

.alternativo y c:omp lementá.r io al del patch-clamp, mediante la 

inc:orporac:i6n de los canales a bicapas.lip~dicas negras (43- 45J. 

Tabla 2. Potencial de membrana plasmatica de levaduras.* 

especie metodo de medida pH mv # ref 

microe1ect-r-odos 0 .1 ,4.5 -190 12 

0.1 7.0 -275 

TPP+ o. 1 4.5 -65 

0 .1 7.0 -125 

P. ñ.-..unbold.L Z:..: microelectrodos o. 1 4.0 -39 62 

o. 1 6.0 -51 

o. 1 a.o -30 

R. eraci Z.Ls TPP+ o.o 4.5 >-10 63 

6.5 -95 

a.o -156 

S. ~e.revisia.e TPP+ o.o 4.5 ~56 17 

o.o 7.0 -a2 

200.0 4.5 -35 

*ver también la tab1a I de la referancia 17. 

24 



MATERIALES Y METODOS 

c::on la Para los experimentos con bicapas planas, se trabajó 

cepa silvestre de la levadura Saccharo~yces cereuisiae, XT3C?0.3A. 

y c::on la cepa mutante PC-1, una mutante deficiente en el 

transpo~te de K• de alta afinidad (lOBJ. Para medir el 

de aminoácidos, se trabajó con la cepa XT300 .. 3A y con 

obtenida comercialmente <La Azteca S. A., México D. F>. 

transporte 

levadura. 

Los reactivos utilizados son de grado anali.tic::o .. Todas 

soluciones empleadas en los experimentos c::on 

prepararon con agua bidestilada y desionizada, y se 

bic::apas, 

filtraron 

las 

se 

a 

través de filtros de .22 µm CMillipore/Continental Water Systems, 

Bedford, MA>. Las bic::apas planas se forma.ron C::OT"l U.pi dos puros 

obtenidos comercialmente <Avanti Polar Lipids, Birmingham, AL>. 

PR.E:PARACION DE LOS ELECTRODOS 

Se emplearon electrodos de 

electrodos se hicieron de alambre 

plata/clor~ro de plata. 

de plata <Goodfellow Metals> 

Los 

de 

1 mm de diámetro y alrededor de 5 cm de largo. El alambre de plata 

se colocó durante un m1nimo de dos horas en una solu~ión saturada 

de hipoclorito de calcio <Cloralex. Héxico, D .F). Una 

clorurados, los electrodos se colocaron en una punta 

Gilson de 200 µl, c::on Agar al 4K (w/v) en KCl 1M. 

para 

PREPARACION DE HEHBRANA PLASHATICA DE LEVADURAS 
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La membrana plasmática de las levaduras se obtuvo mediante 

modificaciones del método de Franzusoff y Cirillo (40J, 

previamente implementado en nuestro laboratorio (19J <la única 

diferencia es que la fase de sonicac: ión se eliminó por los 

resultados mostrados en la referencia 97>. Con el objeto de tener 

un gradiente osmótico adecuado para la fusión con la bic:apa plana., 

los fragmentos de membrana plasmática, se sonicaron durante 2 min 

a O ºe con Sacarosa 700 mM <concentración final> [20, 22, 142J. La 

preparación de membranas en sacarosa se dividió en al~c:uotas de 25 

·µ1 y se mantuvo a -70 hasta el m·omento de usarse; las 

preparaciones empleadas nunca tuvieron más de 5 meses de estar 

congeladas, durante ese intervalo de tiempo, no se observó ninguna 

diferencia entre las al~c:uotas de membranas. 

FORHACION DE BICAPAS LIPIDICAS PLANAS. 

Las bic:apas lip~dic:as negras se formaron c:on una mezcla uno a 

uno de fosfatidiletanolamina <PE> y fosfatidilserina CPS>, o c:on 

el lipido sintético neutro, difitanoilfosfatidilcolina < DiphyPC>, 

dispersos en n-decano a una concentración de 20 mg/ml [95). 

-Las bicapas planas se formaron sobre el agujero de un plástico 

CSaran Wrap, Oow Chemical Ca.y Indianapolis., IA > • Se emplearon 

c:on un diámetro e~tre 200 y 300 µm. Los agujeros se 

formaron mediante el paso de una chispa generada por una bobina de 

automóvil al conectarse a una bateria de 12 V, de acuerdo c:on 

descrito por Hartshorn eL al [49J. Una vez hecho el agujero, 

lo 

el 

plástico se coloCó separando a dos compartimentos de _Teflon de 400 
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µl cada uno ... 

Previamente a la .formaci6n de cada bicapa, la caja de teflón, 

con su plástico ya instalado, se lavó con distintos solventes, en 

el siguiente orden: agua etanol·, metanol. 

cloroformo/metanol: 1/1. cloroformo, acetona y hexano ... Después de 

lavada la camara, la dispersión de lipidos se apl icé sobre el 

agujero del plástico, con un pincel de pelo de camello(# O>, y se 

pasó una corriente de N
2 

durante 3 min para· PE/PS o 5 min para 

DiphyPC, a esta fase se le conoce como pr~tra~amiento C49J. 

Después_ del pretratamiento, a .colocar las 

soluciones de trabajo en los compar~~~~~~~~'~e la cama~a. A menos 
~:~ '.>, :-.~-' 

que otra·.cosa ·se indique, la so1uciÓ·~·~ del :·1á.do t.ran.s fue: 100 mM 

solución del lado 

cis fue la misma, excepto que la conc~ntraci6n de KCl fue de 300 

mM. 

Una vez que se aplicaron las soluciones electrol1.ticas en 

ambos compartimentos de la camara, ésta se conectó al sistema 

eléctrico de registro mediante los electrodos, y se ap 1 ic6 la 

dispersión de l~pidos sobre el agujero del plástico, con un 

capilar de vidrio al que previamente se le redondeó la punta con 

fuego. La formación de la bicapa se moni~toreó midiendo su 

capacidad eléctrica, a partir de la corriente capacitiva g-enerada 

mediante la aplicación de un pulSO cuadrado de mV <vér tabla 

1>, mediante la ecuación C91J: 

Cm = < 1 / L>.V > J I e d t 

le es la corriente capacitiva y ~V es el voltaje aplicado ( 1 
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mV> .. 

Una vez formada la bicapa, ésta se dejó sin perturbar durante 

10 min .. Pasado ese tiempo se aplicaron pulsos de ±100 mV durante 

30 segundos .. Se emplearon sólo aquellas bicapas que no mostraron 

cambios en su resistencia durante la aplicación de los pulsos. Una 

vez hecho ésto, se procedió a agregar las membranas en el lado cLs 

de la bicapa .. 

Usualmente se obtuvo incorporación de canales en 

aproximadamente el 30X de ia~ bicapas, y esta 

120 minutos después de la ·pri.mé:ra adición ·de 

oc:urr ió entr.e 1 y 

membranas. En cada 

adición se agregó .4 1-19 de.pr,ote.1.na. Generalmente 

máximo· de 3 adic.io.nes··:·d·e·· me!mbranas. 

SISTEHA DE REGISTRO 

El sistema de registro consistió de C3, 4J: un 

pulsos conectado al electro.do del lado y 

se efectuó un 

generador de 

un transductor 

corriente-voltaje COPA lllA, Surr-Brown> conectado al electrodo de 

Lran.s. La ganancia del transductor es de 10~0 <i.e 10 mV/pAl. La 

salida del transductor se conectó a un acelerador de frequenc:ias 

altas Chigh frequenc:y booster>. La salida del "booster" se conecta 

simultá.n.eamente, a la.. entrada de un oscilosc:opio <Hitachi V-222) y 

a un procesador digital de 

VCR-Instrumentation Recorder 

audio modificado 

Adaptar~ Medie.al 

CPCM-1 

Systems 

Digital 

Corp. 

Greenvale N.Y> con el que se grabó la se~al en video-cassettes " 

(Video Cassette Recorder SL-5380, SONYl C16J. 

Para su análisis, los reglstros se filtraron <a menos que otra 
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cosa se indique) a BOO Hz <punto a -3 db> con un filtro Bessel de 

B polos <744PL-3, Frequency Devices Inc .. Haverhi 11, MAl • y se 

digitalizaron Ca menos que otra cosa se indique) tomando un punto 

cada 500 µ~ .. El análisis se efectuó con el programa p-clamp 4 .. 5 y 

5.5 .. En la construcción de los histogramas de amplitud, las 

transiciones con duración al pico menor a 1 ms fueron descartadas .. 

Los histogramas de corriente, y la impresión de algunas de las 

figuras se hicieron con el programa "Canal" C75J. 

El generador de pulsos, el transductor corriente~Voltaje y el 

acelerador de frequencias altas que se emplearon en la mayor~a de 

los eY.perimentos, fueron construidos .como par·.te·-- ~e e~te - tr:abajo .. 

Hacia el final de1 proyecto también s'~ arm:~-. ~~ .f.i.l trci"~ á.l que se 

adicionó una ganancia ~ariable y un "offset". La ~ltimá. parte del 

trabajo se rea·l izó con un amp1 ific.i'dor Dagan ~ad.el o 3900, con el 

módulo de expansi6n_3910 .. 
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RESULTADOS 

CARACTE:P..!STICAS GENERAL E:$ DE PERMEACION DE: LOS CANALES DE: 

LEVADURAS EN BICAPAS LIPIDICAS NEGRAS. 

En la figura 1A, se muestran 1.as fluctuaciones .de corriente 
. . - -

prodUc: idas po·r · 1. a .-_'.·aPE:r-~~u~~a::·-c.º;y_,~~c;_:~~~~r.i:~~-;:~-~~·-:_~-~-~"~-<~~~-~a les de la membrana 

plasmática de: 1-~Y-.~-~~-~-~~~::/~~~~,§:,~:~--~~~~~-~-~:~--~~:ri~-~::~.:1:'_~::.:~~~--~;-~--~~p~~--.: P1{(ps a +40 mv 

tpositivo en ci.s ·_~:-~:-~~f~~~-f-~~~~~~i~~-,fi:,;~;'_~,-g;·~?..~:~--~-~.~>.~;.·:-~· »En'. la fi-gura. puede 

:~::~::::.::::;!:~1.!~ll~f~~~t'.~:~q~:r:~:3:~~:=rL::::::~:::: 
de varios 1 ryi~é.1-~'~:'>~~~l;:~~~~iE>nte parece deberse a l.a ·inc::orporación 

' ~ - . : '< - . . ; 

de _varios -~¿~--~-\"~'1~~:,-~ más qu.e a la existencia d~ distintos subestadas 

de apertura de un solo canal <ver más abaja). Esta inc:.orpora.c: ión 

masiva de canales se obtuvo tanto· con membranas de la e:. epa 

silvestre, como con la cepa mutan~e PC1, y se presentó aún en las 

bic:.apas en las que se procedió a disipar el gradiente osm6tico 9 y 

por lo tanto a detener la fusión (20-22, 142) inmediata.mente 

después de que se manifestó la incorporación de canales. 

Los canales de ambas cepas .son per-meables al 

conclusión se desprende de dos observac:. i one·s ~ a> a 

K+· , 

o mV 

corriente corresponde al paso de cationes de cis a tr.ans <ver 

esta 

la 

fig 

3> 9 y dado que hay un gradiente de 3 a 1 de KCl en cLs r~~pecto de 

~r~n.s 9 el ion que esta transportando esa corriente es el b> 

como .se muestra en las tablas 1 y 2, el potencial de inversión de 
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Figura l. Corrientes iónica.s a través de canales de levaduras. <A> 

Fluctuaciones de corriente producidas por la apertura y cierre de 

canales de la cepa silvestre XT300.3A, incorporados en una bicapa 

formada a partir d~ la mezcla PE/PS:l/l. Las soluciones de trabajo 

fueron en milimola.r: 

t rc::n.as: 1 00 KC l , • 1 

cis. 300 KCl 

CaC1
2

, 10 

. l CaCl • 
:z 

Hepes-KOH 

10 Hepes-KOH pH e.o. 
pH e.o. L·as l inea.s 

punteadas corresponden al nivel cero de corriente. <B> Histograma_ 

de amplitud de corriente del experimento mostrado en 

números son los valores de conductancia correspondientes 

picos de corriente en el histograma. 

31 

A, 

a 

los 

los 



A 

........... 

+40 rnV 

-· . .r - -----~ ... ~ ... _ . ------------------------------------

~'\ ............. ..,,,. 

:J~~J~Q~~ 
e ----------------------------------------~ 

50 ms 

B 

179 
Total EYents 

'3 co~nt/div 

.• '5 

l...Sl 

(241 

(781 

8.'5 

( pA) 



Tabla l. l~formaci6n estad~stica de los registros de canales de l~ 

c:epa si1vestre Xt309-3a. Los potenciales de inversión ( Erov) de 

cada conductancia <y>. se midieron con un gradiente 3:1 de KCl en 

las bicapas PE/PS, y en KCl simétrico en las bicapas DiphyPC. 
. '· ------------------------------------------------------------------

Bicapa·s PEiPs. :_if/l Bicapas DiphyPC. 
- -~ ·-- -- • ·=- -- -- ---- - - ---------------------------------

<pS> < mV> % bic:apas r <pS> Erev (mV) % bicapas 

41 ± 9.9 -22~6 ;± o 30.0 65.0 ± 4.0 -o.e ± 3.7 60.0 

65.3 ± 4.0 .,-21 ~4 ± 4.6 71.0 · 100 .o :!: 9.3 -1.3 ± 1.6 so.o 

112 ± 6.S -21.B ± 1. 3 57.1 156.0 :!: e.s o .9 ·± o.s 29.0 

327 :!: 19.0 -16.0 ± 9 .1 29.0 
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Tabla 2- Conduc:tancia y potenciales de inversión, de las 

corrientes ionic:as más pequenas, de e: anales de la cepa PCl. 

Los valores d~ conductancla, se obtuvieron de la pendiente de ·1a 

grAfica I-V co~~~~pondiente. Las condiciones experimentales son 

las mismas de la.fig l, excepto que se trabajó con memb~anas de la 

cepa PCl~ El potencial de Nernst del K+ es de -27.5 mV. 

b ic:apa :Y <pS> E CmV> 
rov 

l 72.1·· -17.0 

2 69.3. -16.0 

3 57.5- -38.0 

promedio ± s 63. 1 ± 10.e -24.0 ± 10. 1 

•Las corrientes se midieron a mano, tomandose el promedio de por 

lo menos 5 valores para cada punto de la curva ·l-V 

correspondiente. •Los valores de corriente se calcularon· de los 

picos de los histogramas de amplitud,. obtenidos con el pclamp 405. 

•. 
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las distintas conductancias es muy cercano al potencial de Nernst 

para el las diferencias observadas pueden deberse a 

variaciones en la concentrac:ión real de K•, producidas ·dur'anj:;e el 

tiempo de formación de l_~s bicapas, _como lo demues_tra:_·el-~ue las 

desviaciones no son sistem•ticas; como ~er~a .de esperarse si los 

canales fueran taf!lbién permeables a ·otro de los iones presentes. 

tabla .. _~1>.se·.-dan 
- .. ~~;:~/:_::.,, .. -,·'-~.-::, ---: ~ 

os.-~valores -de ~onductancia ~ncóntrados En la 

con mayor 
:,,.·.-.- .. 

frec:Uenc:i a-. en b·i-c:.~p-as ~.on ·carga negativa neta (PE/PS> y 

en bicapas formadas.-.c:on:::j'L·;i:-i.1:/ido. 
0
neutro DiPhyPC, a las qu.~. se 

fusionaron membra:na~~~·vd·~,-- i;~0~·~U.~as de la cepa XT300.3A. Los-. va1ores 
. . ,.-__,,~·_: - .·-:·~: ':¡· ·.· . ' -

de conductanc:ia 'se obt"\..lvi·e!ron de la pendiente de curvas --1-v de por 

lo menos 5 bicapas, l.os puntos de cada curva I-V fueron el. 

promedio de al menos 5 valores~ 

Aunque en la tabra 1 - las c:.onductanc:ias mayores a 65 pS 

aparecen como las más. ·.frecuentes,. esto parece deberse a que en la 

mayor.La de las bicapas: se incorporó más de un c:anal,. de 40 o 65 pS 

o ambos, y la-suma de 1a corriente que pasa por todos ellos da 

l.ugar a ~as conductancias mayores a 65 pS <ver m•s abajo>. 

La figura 2 muestra las curvas I-V correspondientes a las dos 

c:onduc:tancias menores y más comunes hasta ahora incorporadas,. 

empl.eando membranas del.a cepa XT300.3A ~.e., 40 y 65 pS (ver 

tabla 1). En la figura 2 aparecen graficados valores obtenidós de 

6 bicapas (aunque prAc::tic:amente, ~n la mayor~a de las se 

han encontrado una ~,otra o-a~bas ~onductancias>, por que ... se 

t i-enen valores de c.orr iente tanto a voltajes positivos como a 

negativos. Sin embargo, en muchas bicapas,. 1os canales s6lo se 

abrian_ a1 aplicar voltajes positivos en cLs,. y en una ocasión, en 
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Figura 2. Curvas I-V de los dos niveles de apertura más pequenos y 

comunes, encontrados en la cepa XT300.3A. Las condiciones 

experimentales son como en la figura l. La curva de los canales de 

64 pS, se obtuvo del promedio de los datos de 6 bicapas, la de los 

canales de 40 pS, se obtuvo del promedio de 4 

valores de 

bicapas; 

corriente 

en 

a 

c:ada 

cada bicapa~e midieron por lo menos 5 

voltaje, para cada una de las dos conductanc:ias. La desv i ac: i ón 

estandar es menor del lOX en cada punto. 
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que se inéorporó un solo canal catiónico de 40 pS, é-ste sól.o se 

abria a voltajes Tiegativos. Esta asimetr.1.a en la r-espuesta. al 

voltaje es. congruente c:on lo_s resultados reportados con 

corrientes al depolarizar 1 a 

membran·a, -t~b:l .- Probablemente las bicapa._s en las que se observaron 

como a negativos, teni.a.n 

Cana i e~· .. i nc:orp~f-ados ~·.n'7- :¡·or-·ma.ci-a i-t~rna.da .. 

éstos·.·_~xper·ime·nt~s _:nos P~~m.-i-·~{~-~~;:~,-~-;{z·~~~~ 
''. - : .· . ·.' . :-~-~" 

Les· datos obtenidos 

una mejor estimación 

potencial deº i-n,/~r:~~i-Ó_l~t d·e :·ia.S-:":·:t:Or·ri·e'nteS <fig 
" .~ ~::_'. :.;;;s::- \:·;~ 

2 > • 

en 

del 

El. ·ia tab1a~~:a:~\Se:·:~:Tü.eS-:t'T;an·t1.0_S-, .. ~aioT--·es de c:onduc::tanc:ia y los 

potenc: i ª ies ·de i~z~~~Y~t;;;:~.;¡,¡;,,:f;"ia-s aperturas de menor. a.mp i i tud de i os 

canales •de la. "c.,;~á. ''Pci ~"l.()eí:i. · Segun i:,...:e<ci.; á\:>T"ecia.rse la 
,. ",'','.< ' .· ._ ,.·,· 

conductaTI.c:ici menor<,,·~'ór·r~-~·p;;·~de a.- _ca.~al.Ees _permeil:bl._eS 

también a.~.r·:~~~-;-:/:~:~ -;~bS-!:'~S~, ~á.~' aún, en, una ~Ca~i.~n 
<.ver 

todos los 

con 

c:onduc:tanc:ia de 6.5 pS. según se muestra en 1a figura 3. Como en 

algunas ocasiones ob$ervamos transiciones de c:ana1 unitárío (.ver 

m~s abajo), y en éstas no se observó más de un nivel de' corriente 

de 65 pS, el experimento de la figura 3 sugiere que 

de niveles multip1es de c:cnductancia se debe a la iñcoT"':~6,r~c.~,6n de 

más de.un c:a~al a las bicapas 9 y no a la existenc:i.a. de vaT-ios. 

subestados de apertura _de ~n solo~canal. 

Has.ta ahora,'. C:: • .f,n,,!~oa_cepa "PCl,. no se ha obs;,,~.,,.,;:cici a.c:t~vida.d 
cuya -=curva I-;-' ,~ej,~,ª·\ül::>~'pendiente-~·de 40 pS" .Esto bien puede 

deberse a q'::',:·;~,:~,1:~.e::~:~ c:epa se· han hec:ho. muc;:h.,; menos experimentos. 

De cu.a l_qu i.er-:.:. modo; 0· . .::_7"Tl._~ .Ta i nformac: ión que , tenemos hasta.. éste 
-->:~ 

momento,. éosa es· ··ta mayor .~iferenc:.ia que hemos enc:.ontrado entre las 
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Figura 3. Aperturas de canales de la cepa PCl .a O 

todas las aperturas son aproximadamente múltiplos 

corriente de 2 pA <?2 pS>, lo cual sugiere que 

mv. 
del 

ios 

como Note 

nivel 

niveles 

de 

de 

corriente mayores a 2 pA correSponden a la suma de la actividad de 

varios canales de ?2 pS, y no a distintos subestados de apertura 

de-un sólo canal. Coridiciones exPerimentales como en la figura l. 
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dos cepas ... 

Con el objeto de -obtener mayor información acere: a de l.a 

selectividad de los canales, se trató d~ determina~ la relación de 

permeabilidad del Na+ al K+~ en experimentos biiónic:os con canales 

incorporados en bic:apas lip1.dic:as neutras < DiphyPCl. En estos 

experimentos aún cuando la bicapa se form6 con l~pidos neut~os~ se 

mantuvó el CaC1
2 

100 µM en las soluciones de ambos. c:ompar:t.imen'~Os·, 

pues existen evidencias de que los canales de 

cationes divalentes para poderse cerrar y mantener su seie:c:tividad 

e i 1 J. 

En los experimentos bii.6nic:os, con el objeto .de identificar a 

al~una de l.as ¿onductancias ~~s comunes <tabla ll, primero se tomo 

una curva I-V c:Ontral· c:on soluciones 'Simétricas de KCl 300 mM, y 

luego se procedió a cambiar la s,olución de ci.s por el mismo buffer 

que en Lrans solo que con 300 mM de NaCl en vez de KCl.. En 

condiciones biionicas, se tomó otra curva I-V. Como al realizar 

estos experimentos siempre se tuvo a más de un canal en la bicapa, 

se supuso que los canales no rectifican al 
... , 

reempla2a.r al fo<: por 

Na+, y su permeabilidad relativa se obtuvo del 

inversi6n <Er•vl de las curvas I-V, en condiciones bii6nic~s{ 

ten~an una c:a.nduc tanc i a ·si:=omej ant.~ :a 1 a d~ .. 1 as '.-c:ur'!aS :c;:~'~·t-~o_i· ~ 

se obtuvo mediante la forma ¿~r~espo~di~nte 

Goldman: 

<P )/<P l 
"='" ~ Na.. 

de la ·ecU.aC.iói'i 

el. 

de 

qu~ 

Ere:v 

de 

En la figura 4 C, se muestra la curva I-V en condiciones 

bii6nicas, obtenida del. promedi~ de 3 bicapas, l.a pendi~nte de l.a 

recta es de 51 pS y es. as~ representativa de la c:onductancia d.e 65 

. 38 



Figura 4. Corrientes i6nicas de canales de la cepa. silvestre en 

condiciones biiónicas. Las condiciones experimentales son: 

300 mM NaCl, .1 mM CaC1
2

, 

KCl, .1 mM CaC1
2

, 10 mM 

10 mM Hepes- NaOH pH B.O; tran.s: 264 

Hepes-KOH pH B.O. CA) Histograma 

cLs: 

mM 

de 

amplitud de corriente en el control con KCl 300 mM en cis Cver el 

texto>. -<B> Histograma de amplitud deSpué"S de reemplazar el KCl de 

ct:s por NaCl nótese la reducción en el número de aperturas <ver 

Discusión>. CC> curva I-V de 3 bicapas como en B, el pote~cial de 

inversión es de 11 mV, la· que óa: <P l/(P l 
le No. 

2. 
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pS presente en los controles. El potencial de inversión calculado 

fué de 11 mV, lo que da: <Pk>/<PNa.) = 2, para los canales de 65 

pS. 

Los-.resultados discutidos arri __ '?ª .. de".muestra1:" ·que los canale·s de 

la membrana plasmAtica de 1evaduras i nc:_orporados en bic:apas 

l ip.1.d~~~s~";_I"egr~_s, son permeab_1es ~l y los que en nuestras 

c:ondic:ionE-s i6.ji c:~s:·c:ant·ro 1 ':,.· t··i··~~~~- .:'.Uri~--- c:onduc:tancia de 65 pS 

selec:c:io_nan congruente con 

la ele~ad~pe~~ea6~lidad al. p~~~¿i~ que presentan las levaduras 

[17J. 

EFECTO DE BLOQUEADORES DE CANALES DE POTASIO SOBRE LOS CANALES DE 

LEVADURAS. 

Dado que los canales incorporados a las bic:apas son permeables 

al K•, para recabar mAs informaci6n acerca de sus propiedades, se 

procedió a agregar los bloqueadores de canales de TEA 

<tetraetilamonio> _Y Ba.2
+ E?- 10, 52, 114J ... 

La figura 5 muestra que la adición de BaC1
2

, a una bic:apas 

con muchos canales, resultó en una marcada di sminuc i 6n en los 

niveles de Corriente a 40 mV; un efecto si.mi lar se observó en 

todos .los voltajes. ésto se demuestra en la figura 6, en la que se 

que se grafica el nivel máximci de corriente a cada voltaje antes Y 

de_spués ~e la ·adición de BaC1
2 

Un efecto similar al mostrado en 
--~ 

las f.igu~.ª-~-:~~·-· y 6 se observó en 5 experimentos .. 

Lá fi~u~~ 7 muestra que la adición de TEA a bicapas con muchos 

canales produjo sólo una ligera r-edución en los niveles de 
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Figura 5. Efecto del Ba2
• sobre los canales de levaduras-. <A> 

Tiempo de permanencia de los niveles de corriente ~resentes en el 

control a 40 mV. La pr~sencia de varios niveles de ,corriente 

obedece a la ~ncorpor"<á.-C:i6n múltiple de c:anales a la bicapa < B > 
Tiempo de permanenc·i_a· ~e los niveles de corriente a 40' mV., después 

de la adición d~ .4.0'..-.-nlM-' de Ba.Cl· a ambos ladoS de 1a bicapa·. Notes.e 

la disminuci¿~-~~;;~---~_,~- ~--~-~r_iente
2 

producida por -la ·~"di-~i-~~ de Ba2 .... 
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Figura 6. . 2+ Bloqueo de los c:anales de levaduras por Ba . Curvas de -

la c::orriente-máxima en función.del voltaje del -experimento de 1a 

figura 5. La c:orriente máxima a e:: ad a voltaje se obtuvo de 

histogramas como los de la figura 5. Notes~ la disminuci6n en la 

corriente producida-por la adición de Ba2~. Un efec:to 

observó en 5 experimentos. 
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Figura ?.Efecto del TEA $Obre los canales de levaduras. (A) Tiempo 

de permanencia de los nive1es de coriente en el control a <+O 

La presencia de varios niveles de -corriente obedece a 

incorpo~ación múltiple de canales a la bicapa. <B> Tiempo 

mV. 

la 

de 

permanencia de los niveles de corriente a 40 

adición de 20 mM de TEA a ambos lados de la-

mV, ~ de~pués de 1 a 

bic~~a~ No~ese - la 

disminución en la corriente producida por la adición de_ TEA. Un 

efecto simila~ se observ6 en 3 experimentos. 

4.3 
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Figura B. Bloqueo de los e.anales de levaduras por TEA. .Cut-vas de 

la corriente máxima en función del vo1taje del experimento de la 

figura 7. La corriente máxima a e.ad a voltaje se obtuVo de 

histogramas como los de la figura 7. Nótese la disminución en la 

corriente p~oduc.id~ por el TEA. Un efecto similar se obtuvo 

experimentos.-
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corriente a 40 mv; un efecto similar se observó en todos los 

voltajes,. ésto se .,demuestra en la .figura a,._'en· la que se 

el nivel ·máX-imo_ de c:.orr-iente: a- cada,:·voi:t·a.J:e~-- anteS y deseués de la 
•'e,:·:·.', 

adic:.i6n de' TEA:: Un_ ~_fe~'tt? si~i-lá.r;· a p~~::eSenta.do en',.··1aS·_ -f~guras 7. y 
-~- ;) 

a se observó·:.en 4:'- · exper i me_ntos_·. 
' ~ 

En con~ i'~-~i·¿~·~ -.1·~s·~ -d~-~os,::~~~,·~t··~a-d·~~ -,·:- 5 a B 
.• _ _.;. ·,:r-.;,,.-

demues tr.,-3n qu~ ~-.~os_ :~can~ 1 ~.s.·:. d-~ :~~-~~~~:d~'~.á's,, ,que. se incorporan a las 

bic:apas, son (ver. la discusión>. 

CA.EUCTE~srz"c"..is CINETICAS GENERALES. 

:· .. ,·'_,, ·, .. 
Como se puede~ obSer'V·a.r en. 'l._a ··:r.:iguT'."a 1A, -~"- ·las biCapas~, que 

presentan mu~h~--~-_\. ~;-~ria1i;~<);.:,\;~~;·:' p¿~d:~~·~·~-b-ser~~r periodos .·de .ac·t.i:Vidad 
' '·;._.::~-· .: ··--:..-· ... -.. ': . ,._. 

"normal"·,. en :los ·que· ·se ··".:"a.precian c:laramente lcis ·eStado·s 
' . -·'... : ·-:' ._,.,- .... __ .. 

individuale~~e co~d~c~~ncia <1, 2 y 4 trazos>, y éstos alternan 

con periodos en que la: actividad de los canales se vuelve 

."intensa" <tercer tr~z~ en la figura lA>, de forma tal que no 

posi.ble distinguir las fluctuaciones individuales 

conduc:tancia. Estos dos modos de actividad alternan a su vez 

periodos en los que no hay aperturas de ningún canal, dúrante 

lo menos 250 ms; este comport~miento coman a la 

· bica.pas con inc:orpor.acic~)n-,:mú"l-tiple de 

maYor claridad en la-.·"f~9Ui-:a.· ·9. 

!=. ~ ·-

canales, 

mayor.1.a. de 

se i lústra 

DEPENDENCIA DEL VOLTAJE. EN BICAPAS CON INCORPORACION 

CANALES. -
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Figura 9 .. Fluctuaciones de coi-riente a 

actividad de los canales se divide en 

intensa, periodos con cierres simultáneos 

-60 mV. 

periodos 

largos 

como la Note 

de actividad 

y periodos de 

actividad intermedia C"normal">. Condiciones experimentales; cis.-

300 mM KCl, 0.1 mM CaC1
2

, 10 mM Hepes-K, pH B. tran.s.- lOOmM KCl, 

0.1 mM CaC1
2

, 10 mM Hepes-K, pH 8. Bicapa PE/PS;;l/l. la 

escala de tiempo .. La letra .. c .. sef'\ala el _nivel de cero corriente .. 
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Una forma de estudiar la voltaje-dependencia de los canales 

responsables de una corriente macroscópic:a. da.da., es hacer una 

gráfica de conductancia relativa de la corriente al pico en 

función del voltaje, [52J. As.1, aunque en nuestro caso no tenemos 

estr.ictamente corrientes macroscópicas, hacer éste 

análisis midiendo la conductancia de la corriente máxima a c:ada. 

voltaje. En la fig. 10 se muestra la conductancia relativa., en el 

instante en que la corriente es ~áxima,. en .. funC:ión· del .~o_lt.aje. En 

poco activados; en corycordancia con e~to c~~e decir que en varias 

bicapas no s~ mV; ( i i ) 

positivos, la vo~t~je~dependen¿ia s~ ma~ifiesta principalmerite po~ 

arriba de 40 mV; <iii> la actividad máxima.,. cuya conductancia 

relativa se presenta en la figura 10,. tiene una dependencia. del 

voltaje muy ligera <ver la discusión). 

Con el objeto de obtener información sobre la posible voltaje 

dependencia de los modos de actividad gruesos,. que se observan en 

las bicapas con incorporación múltiple d~ canales Cfig. 9 > • se 

procedió a medir el tiempo promedio <media aritmética> y el número 

de veces que se presenta cada modo a un voltaje dado; para ello se 

consideró que los canales estan en modo cero de actividad., si pas~ 

un m~nimo de 250 ms sin que halla ninguna apertura; como modos de 

actividad intensa se consideró a aquellos en que la ~agnitud de la 

corriente es al menos 5 veces mayor que 1a correspondiente-:a 

c:onductanc=ia más pequef"ia incorporada, la actividad que no 

pertenece a ninguno de los dos modos anteriores se consideró como 

la normal. 
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Figura 10. tonductancia relativa <Grel) en func::.ión del vol.taje. 

Gra-l se cal"cu~ó como el cociente de la. conduc tanc i a, de 

amplitud de corriente mayor a un voltaje dado, entre 

·1 a 

la 

los conductancia más grande_ encontrada al considerar a todos 

voltajes_ Los puntos a voltajes positivos representan el promedio_ 

de 4 experimentos con la cepa silvestre. A voltajes negativos, los 

triangulas representan el promedio de 3 experimentos con la .cepa 

mutant~ PC-1, los rectangulos son los puntos de un experimento con 

la cepa silvestre. Aplicando logaritmos a la parte creciente de 

las curvas, se encontró que: a voltajes positivos se necesita un 

cambio de 38.7 mV para que Grol cambie e-veces; a voltajes· 

negativos se requiere un cambio de 90-6 mV para obtener un cambio 

de e-veces en Gr•L- Condiciones experimentales: cis: 300 

0.1 mM CaCl
2

, 10 mM Hepes-K, pH B. 

CaCl
2

, 10 mM Hepes-K pH B. Bicapas 
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En las figuras 11 y 12, se muestran las gráficas de1 número de 

veces que se present6 cada modo de actividad en función del 

voltaje. Como no se tomaron intervalos de tiempo iguales en c:ada 

voltaje, el número de veces que se presentó un modo d~~o, se 

dividió entre el tiempo total que se midió el voltaje en 

c:onsider ac:: ión .. En la figui:a 11 se presentan los promedios 

obtenidos con tres bicapas de la c:epa PCl. En la figura 12, se 

presentan por comparaci6~ d~to~ de una bicapa con canales de la 

cepa silvestre XT300.3A, ~n la que, durante los modos de actividad 

normal, fué posible medir~ un solo canal <ver más abajo). 

En las figuras 11 y 12 ~e puede observar ·9ue: <a> el nómero de 

presentaciones de c::ada modo de' actividad· en funC:ió_n del voltaje es 

c:ual itativamente simi lar''·-e~ -ras---dos~ Cepa_s; (b) 1.as veces 

presenta la actividad no,.-rn~{ .. ··~ .... r:ec.~ ser· independiente del 

' 

que se 

vol ta.je; 

en contraste, Ce> los ,:.-er.iodOs de no-actividad tienden a 
'~ :: : . ~ ': ·'-:~: '.' : .. 

presentarse con mayo~ -·-:":F~-.er;~enc i a a voltajes bajos,. y luego 

disminuyen al aumentar ~~ yottaje, tanto en la direcci6n positiva 

como en la negativa; <d> los periodos de actividad intensa tienden 

a presentarse con un patrón cualitativamente inverso al de ~os de 

no-actividad, es decir aumentan con el voltaje. 

En las tablas 3, 4 y S se muestran los tiempos medios <media 

aritmética> de 1.os periodos de no-actividad, _y actividad normal e 

intensa respectivamente. De los valores presentados eri las~ tablas 

se puede.ver q~e: <a> no existe una dependencia clara con-.- e1 

voltaje, del tiempo medio de los per~odos de no-a.ctivid~d Cpor ese 

motivo so1o se mostraron los datos de 2 bicapas de la PC-1 >; e b > 

lo$ tiempos me.dios de los periodos de actividad normal, de las 
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Fig~ra 11. Número de presentaciones de los modos de actividad en 

cana1es de la cepa PCl. <A> 
<C> 

periodos de no-actividad. <B> periodos 

"norma 1 11
• de actividad intensa. periodos 

Condiciones experimental~s como en la 

presentaciones de cada modo se dividió 

de actividad 

figura 

entre 
1 -

el 

El número 

tiempo 

de 

total 

(expresado en segundos> que se midió el voltaje en cuestión,- para 

as~ hacer comparables los valores a distintos voltajes. Los puntos 

representan el promedio de 3 experimentos. Condiciones 

experimentales como en la figura 10. 

so 
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Figura 12. Número de presentac:iones de los modos de actividad en 

una bic:apa de la cepa 

permitió ver a un solo 

intensa. <C> actividad 

en la figura. 10 .. 

silvestre en que la actividad normal 

c:anal. <A> no-actividad. < B > actividad 

••normal. ... Condic:iones experimentales como 

5 l. 
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Tabla 3. Tiempo medio de los per·iodos de na-a·c:.tividad, medido con 

el programa pclamp 405, en el modo manual. La segunda y terc:era 

columna columnas corresponden a canales de la cepa PCl, la última 

corresponde 

Condic:.iones 

1 • 

<mVl 

50 

40 

20 

o 

-20 

-40 

-50 

-60 

a la bic_apa de ].a Xt3000.3a de 

experimerltales como en 

T<seg l T<segl 

0.5 ( 1 ) 0.6 :t 0.3 (2) 

3.3 :!: 0.9 ( 3) 0.3 ( 1 ) 

1 .4 :!: 0.4 <3> 0.3 :!: 0.1 <B> 

0.3 ± o.o <2) ·nt 

0.5 ( 1) nd 

------
nm 1. 3 ± o.e;> (2) 

nm = no medido; nt = no hubo transic~ones; nd = no 

figura 17. la 

la figura 

T <seg l 

0.3 :t 0.04 

0 •. 7 :t 0.4 

0.42 :!: 0.1 

3.4 :t 6-5 

·nt 

2.5 ± 2.9 

0.9 ± 0.3 

o.o 

se determinó 

porque todas las aperturas se presentaron sobre una lenta. 
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Tabla 4. Duración 

primeras columnas 

última columna es 

promedio de 1a actividad .. normal". 

tienen los datos de 1as bicapas de la 
'·,.· .'·, : 

d.e. la _bic:apa de _la: xt30_oo: de :1a- tab1a 3. 

Las 3 

PCl, la 

-----------------~-~--7---~~:.:.:..-:--~-~:..:~_:....-~--..:.~'7--=-~--·~~·~..:..-·.::... __ .~--~--------

mV T ... seg T z' seg Seg T ,. seg 

--

40 1 • 1 ±- 0.5 1 • ci ± 0.6. 2.7 ±. 3. 1 ± 2.7 

20 l .7 ± 1 .2 1 .o 2.6 ± 1.6 2.6 ± 2.5 

o 4.2 ± .3 1 .o ± .o.e 4.2 ± l .7 0.5 ± 0.2 

-20 nt 0.5 ± o. l nt 

-<+O 6. '+ ± 3.3 3.2 ± 1.3 4.0 ± l. 7 1.9 ± 1.9 

-50 nm nm nm 2.2 ± 2.2 

-60 5.3 ± 3.7 nm 4.3 ± 1.6 2.0 ± 1.8 
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Tabla 5. medio de la actividad intensa. Condiciones 

experiment-ales -como en la figura 1. Las 3 pr iméras columnas son 

datos de bicapas con-canales de la.·c_epa PCl,. la última columna es 

.de una bicapa dé- 1-a·_-c:epa _s_i i·ye~~re .. 

(mV> T<seg T<seg> T<seg> T<seg> 

50 .a :!:: 1.5 

40 .35 :!:: .48 .3 ± .oa .5 ± .7 .2 ± 1 

20 .3 :!:: o.o .2 ± • 1 .02 ± .01 o.o 

o • 1 :!:: o.o .4 ± .o4· o.o o.o 

40 • 1 :!:: • 1 .B :!:: 1 • 1 .12 :!:: .01 .4 ::!:: • 1 

60 1 .4 :!:: 3.0 .04 :!:: .04 .2 ± .2 
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tres bic:apas de la f>Cl y de-la bic:apa de la XT3o·o.3A de la tabla 
:3. muestran, con e~cepción del datO a 40 mV de la XT:300.3A, que 
ex is te una - terid~~C:i ~-/~ ·' ~-u-~~-;..t~r:~:c_ci.n. _·e.1 _:: :voi-ta je en la direcc:i.ón 

-_ -·::: ·'.' 

negativa; <-c.>·.¡~": dui-~c::'~:6~-~-- P:~~,~-~~i_?·.:. <media aritmética) de!- -

actividad -~·i.nt~n'~~--~7B_c?:f~~~;e~\~·~;~·:·/~;.~~":<:.}~i~c:ión c:l.ara con el vol.taje-~ 

c ons::::,,;;:l. ªª,;rf¿roKr?m~uª•'e_._,t_d;;~=.:_._·-·~d¡•e;~f;:_,:,.~~;·r··~_fl~o;!~. 0p--:= __ -_~_ ,,r5 :ms
1

- tded:sqf~ 1e~ ::: ::es 1 ::t ~::.!~... :: 
acti·-~·i_d-.:ld ~--.-- ~ . .... =- ~ - un mod·~ 'd·~b~-~-\~~;~~;~r-~~e 
un rango c~uy amp ~'{o_~--.~f";"'.Jf#_~~;~f~~-;.F> sobre todo para id~(~r-~'J~r}6-~os 
normales e i nte,:,s·o;,.'-~ De _c..,.a:i;qu_i er ma ___ ªnc:eu· raalqluo1··ser .. _r_,_-.ªc"ogn. __ ºc~s1'-u:_-~,·_._··~,.:'n6._~--~--~--,,--~ .• ~•m•~-:_·~-f~·-:_:ib>~r--_•º_f.: -~~ desviación estándar r:'~~~~'}/;;;::~~i~ ~ _ ~- ~ la 

'' --i~·. _,, .'-__,~·~:?·.'.}{." < :t· '. ·:- :· 
dependencia d_el ·~.C?l:-<t'a'_j_~>::~·e;_.'.~~··~o·s .- ti.einpo~. medi~;-~:f P~.~- ~~i-o ~~ ~q~e;~-~' .. s,olo 

pueden considerarso;' como sugerentes de la ~~~-~~~l~_r~fgr1;~¿~~t~~tiva 
en relación al voltaje. En este sentido, ia·s:.::;~:~·f:~~}·~~,s:~~:>;\~-:~-~~·· 'las 

:::~::: ~~ : .. ::m::~r .. ~:s e:d:::::: :: :: .. ::::::!°c~~-j~~f~~~r:. ·modo> 
- .>· ,·.i/_:· 

En conclusión, las datos mostrados sugi_ereT".' ·'~t,¡:~·<·1·~;5:)-mad'os 

la ~ -

de 
actividad gruesa qu~ presentan las bicapas 

, ".:: ~ .':"..:_",; 
c:o-n··_,. ·-muchos canales 

muestran vol ta.je dependencia; esta depende~c:·i~~-.- -~~.-·manifiesta en el 

número de presentaciones de los periodos y de 
actividad intensa, en la duración promedio de los periodos de 
actividad normal, y en la conduc:tancia relativa~el momento en que 
la corriente es má.xima (fig l.O>". 

COHPOKTAHIE:NTO DE: CANALES UNITARIOS. HODO DE: ACTIVIDAD 

NORHAL. 

SS 



Claramente, los period~s de actividad normal requieren para su 
solo 

c:af"lal _·cy_er:<·n1áS- ~~a-'.50 >;~:, ~,i_ry_·:.;~eriii?~:r.g~_:_',_~ =de - ·1·aS_->- _ ob~e-rVáC~-i~~es·,, hechas 

arr'iba· <fi·g 9.>.·, Se_, p¿::·~:~::: .. i-,~-t~i;--.~.q(J:e >r~~:·_~-:C~na~i~~:-,:~~t:ió~-'ic·~·s;: de las 
:~- • .·· · ··,·; .. e":.',.,, -~:;·.·,:·;eº'··-~,~-· :;: ,.'·;,<~ ,. -~:-···· .. ·; -·, C,";,-

~::::::::d 1·:~::e: 'i~!~~-¿~'¡f;;~4~2";'.~~E~~f.2~·t:t~f•E1~~;~~1~~@~~t~~f¿ to~:: 
:·~;.:,-·:_~- 1 ·~-- ~-••'-;:,~--. ~-;;-•••.. • ~ ·••,,''{°·(;··,_~, :.i_:;~e~~ _:_;_-~,; __ ,". 

los c:a:nal es- ~erma~e~e:~~-<f-,~t~~-~-~,:~::~:)(':(;~;?~~/~-~~ ;;_~:1 · :-.}~:~~-~o~::,?;~~-~~o}.~.:~~:~~;~~-:~._:: y _otro 

correspondiente -~ 1 :o~'-:· c:'.-i:~r:'.-~:e~::'.~-~~~,~~fc_;"c;_~ t·ti~~-; ~·:~:¿~~D:~·¡;;_~;L1:~~,~.:.~ -~-~-p~·Í":":i oc~:fos de 

ac:tividad "normal". '.:": ·· '.,;;t' :;;:· ·· •• ;:7· ::'.· · '._._:_f_,.-~:.'::.?.;·L-~f:::-·:f~~·:·:;r·>:~-~-~·-'._:,· 
- ~;}E :}}·~~·- ~·~;~º/ ·>~-}::: ·º=- i>·:.! ·:o;. __ , __ ->:---- __ ,_- <-__ :{._:·~ .._ .. , :.-::\-

La 
0

C: inétic:a de;:'_· ·:¡·;;-~;}<;_·:c·-~n~i~S·:· · .. dJ;.-~;,t~--(.:_-,. ~1·-~·~::->-fn0do ,._ - dS. ac:tividad 
• --~ :/'" ·-'«;/};< ,_, __ ;. ·~;:··:· • . _,,., ·~):.- /, \.;. -. _:.':·"' ''~~ ;! , 

::o::: 1 ~u:e s:u::~:-~:~~*~¿;i~~j:~~~j~~7:~:~~1~ i ;·~~:.t~d'a ~ en 3 

bic;apas 

En una b iC.3Pa •. :··1~,~--;:f1U:C.tUac: ion·~~::.ete··;~·c.ór~)~e.,:,t~"~·- .. -:deb id.Els a la 
. - >.\ .. :·.'·': - ' : "-. 

' . . ... .. ' 

apertura y.~ier~~·de canales, presenta.r.6'n .. ·"s?1am-e'h't_e_ dos valores de 

conductancia, de 40 y 65 pS •. Las transiciom~s correspondientes a 

cada conductanc:ia nunca. se sumaron, sino que se presentaron una u 

otra de manera alternada a lo largo de todo ·el experimento, lo 

cua 1 permitió medirlas por separado; este compor~amiento se 

muestra en la figura 13. 

En el experimento ilustrado en la figura 13, sólo se observó 

corriente a voltajes positivos en ci.s, mayores a o mV. Es 

aprOpiado senala.r ~uevamery~e que este comportamiento es ~ongruente 

con· e1 obser:vci.do en 'bicapas con muchos ni:veles de conductanc:ia,: eh 

las_·_QU.'e sólo se observan :7Dr_~ie~t~s a voltajes positivos. A 25 m\.! 

la transici6n predominante es la de 40 pS, las aperturas de 65 pS 

son tan escasas que no fue posible hacer su análisis estad.1.stico. 

Al aumentar el voltaje las aperturas de 65 pS se vuelven má.s 
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Figura 13. Registros de canales de 40 y 65 pS a 75 mV. Condiciones 

experimentales: cis 300 mM KCl, 0.1 mM CaC1
2

, 10 mM Hepes-K pH B. 

Lrans: 100 mM KCl, 0.1 mM CaC1
2

, 10 mM Hepes-K pH B. Bicapa 

PE/PS::l/1. Nótese como las aperturas de_40 alternan con las de 65 

pS, sin que se sumen las ~perturas; este mismo comportamiento se 

observó en todos los voltajes en que se registró actividad. El 

pico menor del histograma de affiplitud de corriente, corresponde a 

la conductancia de 40 p~, y el mayor a la de 65 pS. La letra .. e:" 

indica el nivel de cero corriente. Los registros estan filtrados a 

800 Hz. 
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frecue~tes, de tal manera que a 75 mV constituyen la transición 

predominante. La tabla 6 da la frecuencia relativa de ambas 

conductancias en el r¡ngo de voltaje estudiado. 

En l~s tablas 7~ B se dan los tiempos medios de residencia 

de los estados cerrado y abierto de las transiciones~e. 40 y 65 pS 

tiempos medios se obtuviero'n '"-de la(s) 

c:onstante<s> de tiempo de la<s> e><ponenci.al ~,~~> .. ~~-..;¿~~~-->~-~~~e se .... .....; .. ~ - -

ajustaron los histogramas de :tiempo de residenci·a ;~::(·25.:~;-~::-\-33J_. El 

anAl is is·_' ·se· e~ectu6 con .el pr:ogr-ama pclamc:=- ~os-,·- <~~~<:(M~~:e·~:'i-.i;iies. y 

Métodos'>. Como se muest:ra en-· las tablas, el ti~·mpa·,:_~;.-~;i~-J:~-: .;ª:·~~::¡~-~nc:ia 
de a·mbas .. co~d'uc:_t~nc: .i a~, . d·e·d·~~~::·~·;,~u¡:~~-do, 

una ~-;so i-a ·· constante· de . -~-¡:,~.~~:: ~::·:i'.. .. lo 
' -: ' ::: ; ' . ; :· ;· ~ ~ .. 

una. 

sola exponencial (hay que 

sigrii.fica que hay solo un estado c:i.nétic:O :·ab·i.·ertQ--<· en · c:ada 

conductancia; en contraste, el tiempo de r~sidenci~ en 

cerrado se ajusta a la suma de dos exponenciales, por lo 

dos estados cerrados C25J. 

Las figuras 14 A y 14 B muestran la probabilidad de 

el.·· estado 
' 

que hay 

apertura. 

de los canales <Po>. En la figura puede apreciarse que: (i) Po· 

es muy baja a todos los vo1tajes considerados, y Cii> a diferencia 

del comportamiento'mostrado en 1a fig 10, por arriba de 40 mV 

se observa múc:ha .v~ltaje dependencia.. 

En .. el experímento d_e la figura 

lados .de la bicapa.. 

13, agregamos BaCl z 

siguientes efec:.tos 

10. mM 

sobre 

no 

en 

la ., 

conduct~ncia de 40 pS: <i> no se pudo detectar la-corriente de K-

a 25 mV, ~.e., despQes de la adición no se observó la conductancia 

de 40 pS a ese voltaje (ta~la 9>; <ii> al aumentar el voltaje por 

. 58 



Tabla 6. Frecuenc:la relativa de las aperturas de 40 y 65 pS. L0s 

datos corresponden a -tramos de 38 segundos. Las condiciones 

experimentales son ias mismaS que en la ~igura l. La frecuencia 

rela:tiva se calculó como el ~.ú~ero.,_de ápef"'."turas correspondientes a 

histogramas de amp1 itud de 

corriente, entre- el nume_ro 0'-'-:tot.3l_- de~ aper.tur:-_as .. 

-------------------~~--~-~~~~--~~:~~~-~--~~2~~~,~--~=.:. __ '~-~----------
mV 40 pS 65 pS 

<O o.o o.o 

25 l . o 

50 0.62 0.38 

75 0.30 0.70 
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Tabla 7. Tiempo medio en los estados e: errado y abierto de las 

ape~turas de 40 pS. Las condiciones experimentales son las mismas 

que en la tabla 6. Los tiempos medios, son c:onstantes de 

tiempo de l~s ~xponenciales con que se aj~stó.los histogramas de 

tiempo de residencia en los estados abierto y cerrado t25:l. El 

ajuste se realiz6 con el programa pclamp 405. 

--------------~---------------------------------------------------

mV T cerrado <ms> T. -abierto <ms> 

25 T = ·5.3, T = 23-6 T 5.0 .. :z 

50 T = <t ~o. T = 53.4 T 7.7 .. :z . 

75 T = 13.7. .T 34.3 T 7.0 
:s. :z 

Tabla a. Tiempo medio de 1os estados cerrado y abierto 

aperturas de 65 pS. Las condiciones e~perimentales son las 

que en la tabla 6. 

mV 

50 

75 

T cerrado <ms> 

..- .. = 3.0, -r:z= 13.7 

...- .. =. 10.3, -r:z= 24.6 

T abierto <ms> 

16.5 

15.3 

de las 

mismas 

_______ :__ _____ _.; ___ :_ ______ ...:.. ____________ _: ____ ~-----.------------------

. 60 



Figura 14. Probabilidad de apertura de los canales de 40 y 6S·ps. 

<A> Canales-de 40 pS del experimento de 1a figura 13, la figura 

muestra la probabilidad de apertura en el control Crec.ta.ngulos 

abiertos.>, y después de la. adición de 10 mM de Ba2
• a ambos lados 

de la bicapa Crectangulos cerrados>. Nótese como el Ba 2
• no tuvo 

ningún efecto sobre la probabilidad de apert~ra. CB> Canales de 65 

pS del experimento de la figura 13, la figura ~uestra la 

probabilidad de apertura en el control (rectangulos abiertos>, y 

después de la adición de 10 mM de Ba. 2~ a ambos lados de la biC:apa 

<rectangulos cerrados>. Nótese como el Ba 2
• disminuyó la 

probabilidad de apertura. ce> Probabilidad de apertura de canales 

de 40 pS a volta~es negativos <ver el texto>. 
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arriba de 25 mV, se pudo observar nuevamente corriente, y se vió 

que la conductancia de 40 pS se redujo a 30 pS. sin que hubiera un 

cambio claro en los tiempos medios cerrados y abiertos <tabla 10>. 

Estos datos indican· que el Ba2
- actuó como ~n bloqueador rápido de 

la c:onductancia de 40 pS <ver la discusión>. 

El Ba2
+ tuvo los siguientes efectos sobre la c:onductanc:ia de 

65 pS: Cil a 50 mV se o~serv6 un aumento en el tiempo medio total 

en estados no conductores, sin que hubiera un cambio apreciable e~ 

el tiempo medio abierto; (ii) al aumentar más el voltaje e 75 :mv> 

el bloqueo aumentó, presumiblemente el tiempo medio 

aumentó, de manera que no se tuvieron suficientes 

no~c6Tidüct6r 

·. t·~·~·ris i ~'i ,;;~es 

para hacer U:n anál isi.s· cinético <tablas 9 y 10, 
;·.:;:< ·--:·.::.' : ·:.~· .. 

fig~r_a·s·~:·~1~ ·A-~ 
' : .. 

B l. 

Los resultados sugieren que la Conduc:tancia de 65' pS f~é··_objeto de 

un bloqueo lento por el Ba2
+-· <.ve:r la discusión>-. 

El efecto de bloqueo por. el Ba2 + a· nivel uni tár.io es 

congrUente con el bloqueo senalado arriba en bicapas c:on muc:hos 

canales. 

Como en la gran mayor~a de las bicapas se incorporaba más-de un 

canal, se decidió cosonic:ar las membranas con asolectina, con el 

objeto de ver si así se pod.ia disminuir el número~ de canales 

incorporados en_c:ada evento de fusión. La cosonic:ación se efectuó 

al momento de cargar a las· ves.1.culas coñ sacarosa- Los detalles se 

dan en los pies de figura correspondientes. 

Empleando membrarras cosonicadas c:on asolec::tina,· se logró 

inc:orporar uri solo c:anal, con aperturas correspondientes a la 

conductanc:ia de 40 pS (44 pS>, con un potencial de inversión de 
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Tabla 9. Frec::uencia·re1ativa (free> de las aperturas c:on c:ontro l 

de 40 y 65 pS, después ··de la - adic:ión 

f~ecuenc:ias relativas se ca lc:ul aron 

números entre 

correspondiente. 

mV 

25 

50 

75" 

·paréntesis son 

free: <y> 

o.o 

0.26 (30> 

o .97 ( 32) 

. 63 

el 

de 10 

como en 

valor de 

mM dé BaCl 
:z 

la tabla 6. 

c::onduc::tanc::-ia 

f-rec: <r> 

o.o 

0.74 <58> 

0.03 (64> 

Las 

Los 

<y> 



Tabla 10. Tiempos medios de ~os estados cerrado y abierto de las 

aperturas, con control correspondiente a 40 y 65 pS, en presencia 

de 10 mM de BaC1~- Las demás condiciones 

miscn~s ql..:'e .~e·~- -1~-- .~cib~·.~ 6-

. . . 
e• • • 

mV pS .-:r .c:e~r'ado '<ms) 

experiment~1es son las 

T abierto <ms> 

________________ -:_::~~~-;;.;.;~-~-~~-----------------------------------------
25 40 

-:__ __ :.;, ___ -------
25 65 ------- -------
50 30 T = 2.3, -r = 20.e T 6.5. .. 2 

so 58 T .. 7.6, T = 2 
21.2 T 16.2 

75 32 T = B.2, .. T = 2 
42.5 T 9.3 

75 65 ·nd nd 

nd = no se determinó debido al número tan pequeno de transiciones . 
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Figura 15 A. Fluctuaciones de corriente correspondientes 

apertura de 65 pS en el contro1. Las aperturas apa.rec:.en 

deflecciones hacia arriba, la letra "e" senala el nivel cero 

a.· 1 a 

como 

efe 
corriente. Condiciones experimentales como en la figura 13. Nótese 

como en todos los tramos el nivel de corriente 

pS. Los trazos estan filtrados a 800 Hz. 

65 

corresponde a 65 
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Figura 15 B. Fluctuaciones de corriente c::orrespondientes a la 

apertura de 40 pS en presencia de 10 mM de Ba. Condic:iones 

experimentales como en la fig 15.A. sOlo que aqu~ se agreg9 10 mM 

de 8aC1
2 

en ambos compartimentos. Nótese c::omo ahora 

pr•dominante es la de 40 pS, la flecha se~ala a una 

la transición 

transición de 

65 pS, que esta cortada porque el programa Cpc::lamp 5.5> realiza un 

autoesc::alamiento para poder mostrar todos estos trazos. 

"c'' indica el nivel de cero corriente. Los trazos estan 

a 600 Hz. 
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-26 mV <el p~tencial de Nernst del potasio es.de -27.5 mV>, en una 

bicapa formada con una mezcla PE/PS::l/1. A diferencia del 

compor tami en to .s.et'"ia l ad_o arriba en el que los canales sólo se 
-· 

abr.1.an al aP1iCa:~ ~el.tajes positivos .<e·~~· g., ver 1-a.--·tabla 6). el 

e.anal incorPo·r:adO sólo se abr.1.a co·n vo~fa~·~s'.:,·,·ry~ga.ti.:~os·-~ .le: cual 
--:~~:<:- _.:<> __ ._:·~ . .:-.-~~<-... · -'·"< =·. -

indiC:_a qi:i_e :-~q~.~~A~:"'.~e t·nco_rporó a·:i l".:e~~·.:rf/< t:>a ;fig;};-~----~'.r:6° :-~~~S:t.~.~-·,::c i·a 

ac:tividád d:l~ste ¿anal. a -100. '""" En·';l:a;:.~~~:bf;{v::_i:,~'f::~~:_/ci~,.;. los 

ti emp~s me~) C)~~·de~·;esid~;;c:0. 1b· ;,.

5

.· • .. :t.·.nv:a•~·~.:se_ ±:e~·fª.~Cºa.~~:~,-~,-.-~,;_: .. ~~~l,~.·~.-.ra~~~l-:·~···l.'.~]ys-,_•~·-.····~--a:~i~rto · 
E~.-~~ .::~:~~-~-a:.r2~·-i::.:-.p~ed~-:; ... .._. '}=tU~·.: -- • ._ ~.A. c~:i>nético 

. ~:-~~ ;_·. ::.• ·,;,~-:~··· ,. :7;,~ .';-. ':;:;-:!·' /~;~:. -·-;-~ :! 

es nuevamen.:te,: .. ~ c·ongr:·u·e-D~e. <·c:~,,-·~ru-~'~,> n:.·c;.·dei.o .:.-~n i'in'o·~"de-.e·~:G··;::.-:;;.:.;~·t·~:da abierto 
---=- - ::.-:··_ _· '.~· (i~;· .. , ·:::?· ,. ,;,,.. ~,"' ,~;.. 

ésta y dos es·t;ad6s ;.ce·-1'.-~adOs ;~~·<.< b--,.·. ·:·~é·:d'ifei'enc: i a :-·d·e:("i'~.::.;·t:J):·¿:a:·;;'.~·;::~n:.~ -~~e 

transición 'á_1te~ri~~:~:11~b;~;, la de 64 pS, aqu.i, ~~ :.:.;t;;se;rva una 

disminúc:i6n- en e1./t1·.~1ll~CI medio que el c:anal .. e".':1:;ª ;,C::Óe;,~aC:So, a medida 

que ·aumenta. -~·1·ié;::~·ci_J·:ta-je <se hac~ ':>· ~.=,··- :~.~.~~ativo> - Este 

comporta.,;i,erit.;-,=~· !.i\..in\;;,, c:on la faltá de' ai:i~;.¡,,¿¡:,':"s ·a. voltajes 

positiv~·=~· i~di~·~~~~:·q~·e-·:-iá apertura de 40 p~ es c·.,~·6·~::~~;:~~-t~~,~·~:~r.~ki.~nte, 

clara 

esto se ·ve m~~ .~.~:·i·~·~an:.ente en la figu~a ~.14 ·e" D~s~f6~-:~~;;ad.-amE!-nte, 

p.:lde>' '.á;~1;.,,;~~r má.s 
-.:~<' .'\' . >>~~~· 

la bicapa ~e.ro~p~6 estando a +106 mV,_y nd.~e 

datos. ;-;, ,J ~;-; .. ·:· ~(-::/;f.·, 

Con el empleo de membranas coso~·i c:a.da·s ,• ,:·;:~~:·:· .. :;::·:isri~~.·~-~ t~i na·, 
;~:;·: '. • ·~·- •. '·. _·, ·--~·,';)~;~-o '-::--.·~:· :.: 

obtuvo una bicapa es · .. ·p·o·~:ib .. l~~::: ',. o·tiS·~~;~,~,};/~~;.-~~:~.~:· 

cinético del que se .. ;ha',~aJ~;.~o~.-,,~~,f,·,3':~~ ;:,~i~,aP.a 
en la que el 

comportamiento 

estimó que se 

<dividiendo la 

de un canal de 

periodos largos 

se 

i nC:orpor ó un 'mA~-~ me,· :'.::i>~:~ ·~ .. ~ ~4-:'2 ·«]~·c.aT'ia·1·e~)i~:;~. f~nC: i Ona 1 es 

c:orrient·e ~x ima~:;-~~t~~!e}~~-~:~~~~~~~;~·.:;~~~~~~~!::c.~~,-q~'~ <'t~:~~e_. ~:1a 
62 pS>. En es'~:-'_:''.\~~~~ª'.;] '~~·;;.;;-dg~;'.;~fo:- -~preciar­
e má.s de 250'~·.,~~ >:. ~~'or;:":~ceT:ó'~~="ap·e,.:..,tu-~\~s\',' ·:~.;~'_·;·z~~~'~do con 

-,.. ~>>····::· ~~-;.-- 7';·~'-

per iodos de apertur.as _mO:l~tiJ=?.lÉ-_'S.. :.·<de aCti·:v)da..~: ".iT,té:n~:a. 11 ,.-_.y duración 

- 68 
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Figura 16. Fluctuaciones de corr1ente de canales de 40 pS a -100 

mV. Las aperturas aparecen como deflecciones hacia abajo .• Las 

c:o~diciones experimentales son las mismas de la figura 13, e~cepto 

que las membranas se cosonicaron can l~pidos de azolecti~a a una 

relación de 80 µg de asolec:tina por cada B µg de prote.1.na. La 

sonicac:ión se efectuó a O ºe, al momento de cargar con Sacal"."osa·. 

Los trazos estan filtrados a 800 Hz. La letra 11 c: 11 indica el 

de cero corriente. 

69 

nivel 



100 

-100 

.,,~r/'Vrl~VV~~c 
-100 \'°- - . 

40pS 

110 pA 

100 ms 

lf 

- ~ 
- C. 2 pA/ciiv) -3 

687 
Total Events 

7 count/ciiv 

~ .. 



Tabla 11. Tiempo medio de los estados cerrado y abierto de 1as 

aperturas de 40 pS. Las condiciones experimenta.les son 1as 

mismas que en 1a figura 16. 
·. . . ' •: ------------------------------------------------------------------

mV T cerrado_ (rf{s> T abierto < ms > 

-------------------------------------------------------------------;--~---

-60 T = s.5, 
:L 

_T-.-= 
z . 51'.- 1 T 1;0 

-70 T = s.a. T = ···32_.a T 1 .s 
:L z 

-100 T = 13~7. T = 42.4 T 3.4 
:L :z 

Tab1a 12. Tiempo medio de 1os estados cerrado y abierto de 1as 

aperturas de.65 pS. Condic:iones experimenta1es como eQ la 

17. 

mV T cerrado (ms> T abierto <ms> 

20 T
1
=_6.6, .,. 

:z 23.6 T 7.6 

32 T = s.2. T = 17.3 T 9.5 
:L :z 

-so T 4 .9. T = 18.0 T 3.6 
:L z 

-60 T = 4.4, T = 26.3 ..-. 12 •. s s. z 

. ' -
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variable> y co~ per~odos de ac~ividad norma1, en los que solo se 

observan aper1:uras de un ·solo canal., .su coryduc:ta.nc:ia 

c.orrespo_nd.iénte <:_fU.é·· c:ie_·-· 65 ·µs· <62· pS>-, c:on un p_o:.t_enci·a1 de· 

inversión .de -22 mV <"E:·.~-·~'.~-~~--.. --~ :ef'v>:~ 1 ~.i=-~-~--·1:~~-i:.vi:~~a·d ·-de': ·>ést·e_ ·c:.~na1 
k, -

se muestra en la fig~ra -17__. ;·E·~---\:;,~~·t.i-~: b-i~·:~:p-~/-'· /L'6~;---:~ ·:·~~~-~·1:~s. abr.1.an 
--- - - - ''-'<·· ,._ ::. -

::::::::=:~=::~ ::~=:: :t1~I~~~t~~Gii~ttt¿~H!~12~2:::,_:: .. ::: 
solo éste nivel de cor¡::,ie;:,.;t4f,~;i;Z't;'~:~j,;,'~,ift~~;~c~~o:;~~~ las aperturas 

·-;; - .-.:-<:. i'~' ~'ti·-· ~_:::•' _:~~-;;:_--- -

de 40 pS, en los periOd·o·5-.:.:.~d·e~-:-,:.-aCt":i'~i'd~t~i;;.·~~f~:a:1~t::.,·(as, aperturas de 65 

pS presentan un -~~~~d·~-:~.: --.-~i;~¡~~·~:-~·6::: -'Y ·:_::.··d-6~- 'cerr.ados .. 

EFECTO DE BLOQUEADORES DE CANALES DE K+ EN LA FISIOLOGIA DE LAS 

LEVADURAS. 

Se ha reportado que la entrada de carbohidratos y aminoácidos 

a las levaduras ocurre por ce transporte con H+, .-y que la carga 

~eta transportada es balanc:eada por un ~flujo de por un 

sistema de transporte distinto, sin que hasta a.hora se ha.ya dicho 

nada acerca de la identidad del sistema por el qu~ sale el potasio 

1:60, 121J. Asi.., nosotros decidimos comenzar a explorar la 

identidad del sistema responsable de la salida de viendo el 

efecto de·bloqueadores de canales de la -·entrada de 

leucina y citrulina a las leva.duras .. Como reportamo~ en,~el 

congreso de la Biophysical Society 1:44J, la fig. ,lB muestra que la 

entrada de ~mbos aminoác: idos es fuertemente inhibida por la 

adición de TEA .. y de 4- AP, sin embargo como-. .. ambos son compuestos 
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Figura 17. Fl.uc:tuac:iones de corriente correspondientes a la 

apertura y cierre de los canales de 65 pS de la tabla 14 D, a 50 

mV. Las aperturas aparecen como deflec:ioT"es hacia abajo, c:ada 

tramo corresponde a 320 ms._Condiciones experimentales como en la 

fig 16~ Los trazos estan filtrados a 800 Hz. La letra 

el nivel cero de corriente. 
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Figura lB- E~ecto de la adici6n de TEA y la 4- aminopiridina sobre 

la .entrada de 100 µM de H
3
-leuc:ina a levaduras s. cerevi.si.ae 

obtenidas comercialmente <La Azteca. s. A. México o. F > • Los 

bloqueadores se adici6naron al mo~ento de agregar el aminoác:ido. 

Las células se preicubaron por una hora en una solución de 150 mM 

glucosa, 10 mM MES-trietanolamina pH 6.0. En la gráfica se muestra 

un experimento representativo. El mismo efecto se ha 

experimentos. Un efecto 

entrada de C 14
-c:i trulina 

similar 

(datos no 
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amina'.dos no se puede descartar un efec:.to sobre las 

permeasas de· amino~cidos, sobre todo tomando en c=u.enta que 

de bloqueo 

por la-4~AP sobre lbs canales~ De cualquie~~~anera este resultado 
.-"·--.>.·.y:-__ ·'.·>· ·:'.·-~r <>';~: :-::":·l. , 

preliminar se·.-:v·e~.~·~u)(~--~~rc:l.yery·t~- para su pOsteri.or desarrol.l.o, por 

lo que no 

•• 
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DISCUSION Y CONCLUSIONES 

La membrana de las l_evaduras presenta una elevada 

permeabilidad al potas(o, la cual hasta 1986 se trató de 

explicar únicamente en··.-tér-mÍ:no·s d.e la actividad de permeasas para 

este ion Cl7J. S~ bien.esl~{er~~~que en algunos trabajos se ha.e: e 

mención al podrJ.an-,--0-:0 estar·-

i nvo 1 ucr cid Os - ~:~\~~·::¡-;;;~ ~:·'.-t¿~~~~:~-c,~~:_;_;~:;¡·-~-er~- -p'-or ejemplo la refer~né: j_ ~--~-~: ·. 31 > , 

el manejo;:..:~~ ,·e·~-~~-::~-~:,_·¡~-~:~~i;~_~ .. ~~i<r~~/_·1-'it'e'ratura era más bien ~·-~-~-~--~ En 
c:onsec:.j~nc: i~ .·;,~ •. ;;.";i,·ab.L':~:;,.~j~~í'.;~::ic.'•estud i os dirig:i~~'.~:;:i~ ~it:>Jsc:,;.r, 
aunque' füe;~{;~·~~ ;-&~.:~'f;.~.l.·.~'.~3J..~:f.'.;e.·~:::·:~.".·.·.~.-~.ª.''.-r.~.> . .,·.·::a :~ po.sib le p,a~_t·Í·~-·tp"a¿·._ión· de 

- • • -~ ' T - - - - "~:.:.y: ."~:;:•, ' -

cana 1 e:S' ::ió~·:i:~ci-:;~;<;;,~:-_~·~f~::\: ... p·~·t.·!n.~~·~:·~:~. *~~-~f=t~·,~·· ~ ~1. K:;.:_· -,-~~~·-'.~::· ~-p~-~~eri't·á~ 
- - J" . __ ,; ~~.·-.-. -

estas 

c::él u 1 ª~::~ ;·i,'•• • <·:~:-.:•'<'Co',,-.-~~h~'.;• .. :~·-':·.-::-~:?.-~:;:;: "{~:',:3~--.::';i~: ":U·:.;~·:-: :;;'.:~~ ·-·~~-~~"Ú· "r• •''."-'e•',·, ; :~::·,:;; -:~;~,:~~:·i~{J ~-;:-\.'~: ,'.-' ~?;;("'O 

de c:~:~:i:~-t~~::c .. ::i.;f t~.~~.~~:~~1."::~;r;;~J.;.·.··.:·~'r·~·=··· ~,'.'.:.~.:~~;~i.~i-~c~;~·~: {:~ ~;pe.;i:i .itenf i a 
,\;:::.: ·.-/-.-, .. :. ..... _ .. _.__~..... >:· i~'.·:~:-· __ _ _ :>'·'-' <~~.3:~;-~.:~:~Xi}~rl-- ~;-.nuestro 

laborafc:>.- io .~ por.• M}cc.;;.1~h'or:r::.;;. ~·· ·d~ il~ /itéel:'.X~~~ ·~e;', :,:a:isl amiento de 

membranas p l asmátiC:<>;;. j:'c'i9J: de;;.a;.::r~l i~.C¡a;i'.,'. po_r';--·~Fti~~;;:¡pci de V. 

Ciri110-'C:41J. oe. eSt'a .forma dec:idi:mos·:_;1_né:O·rpc;r·a·~~8:·~->'a)~:º~~-~·tudio de 
.. -,~ :•.,·:;·;. -~.- . 

. :'C:él ~ :.:--~·~~>':~·;·. ~~:p-~·~~~·~c::haD_do los canales·- iónic:os de estas las 

preparaciones de membranas aiSladaS,. los 

c:anales mediante un enfoque alternati~o al del patc:h-c:lamp. As.1.,. 
-, -- . -~. :··;.. : . 

el primer enfoque que se intent6 fue.el d~ ~a f6rmac:i6n de bic:apas 

en l.a punta del electr0do de patc:h.-c:'lamp •. Estos priméros 

experimentos fueron efectuados pOr·A- Liévano el lab_orator io· 

del Dr. A. Darszon en ~l CINVESTAV, y en ellos nunc:a fue ·posible 

registrar la actividad de canales de levaduras. Considerando lo 

anterior,. se decidió tratar de registrar a los canale? mediante su 

75 



incorporaci6n a bicapas lip~dicas negras. 

El presente trabajo muestra que los canales- de la. membrana 

p1asmática de levaduras se pueden estudiar en bic:apas l ip.1.dic:as_ 
negras C:45J. 

TIPOS DE CANALES DE l....EY ADURAS REGISTRADOS E:N BICAPAS NEGRAS. 

ma.yorl..a de las . - -- . 
b ic:~pas se observia'rOn .:var.\c:);~--:~·iv:e)_~:~_ ;~e/: co·~_r_i·eT-lte ~.Co~-:,.:.-~$p0:Tid ientéS 

a la apertura•··~"' c:an';les~ . L~ . P~,fseitcia de '.¿a~io~ ri_iveles de 
corr ieMte·- P"i:lr-~'~e/cie;be;~::~-~1~f'a~·~ t'~·~-,-~J:~u~~:.a·~_p'O_~--~~:~:-~~-·;_·jn:O-i'~t íP_i-~:-- de' :ca: na les• 

más que::.:~ ;¡·:~/~~ i.Stenc·i ar.\j~~~~:.,:~~\;,,~~<t·'~~dci;;::-:; ~'ó~d~~~t~~i't~P;~;;{t\.ir·a-:. -·'.de!:_ un·_, .~\ smo 

canal~- ;;e,.·.'.~·; :~~.~i~,;ji_i~~ 1 -'.a:~t.;..:-1.;.r·:f,s~:: ~~t~~:.:;}i·E~t·"·:,· ti>·' ·<1as •··••· .,;6s 
conductan_~~as e;,contra.das c:o-n ma.yor~~;f"~ec:~~~,~-~~-. ·:'son». <~·-1·as·~~·. ·;~d9~">~-": más,. 

:::~::::~.~-~it:::l::P:::e:~m:::o;¿+<~1~;@~~1~;~~~tt~:2&~~~~t"t:t~or:: 
" :·. ' ·e"'< ··~~5;~'l:C-'.'". :·:· .:.,· ,--;;/ · - , ·- - ;; · · -

<65 pS)_, (c:l.aramen'te en las éitr:·a·s· ,~~·;.bi'~~p··a.·~'-·;-;·· ':._),.69: niveÍes de 
'· . -•;. ·. ·' ' -.2¡- :.~ ~-·'" 

corr i~nte, · si elJ'pre se podrá.n ex.Presa_l->' .COln~ -u.n-a:-:"c.c_mb·i·na'c:i6'D;. __ de las 

c:or:ri'.entes de 40 y 65 pS>; (iiil .... úni~~·~:~·~~te_:· 1a.s-"dos:: _ _-¿·~~~·~¿·¡~~-ci.~s 
a .·ni·-~~¡' :.-~·~{~-~~i6. menores <<tO y 65 pS> se han podido registrar 

La incorporación mQltlple de canale~ sugiere que lo~ canales 

de-levaduras se encuentran (al menos en nuestras condic:iones de 
en 1a- .. _:merñ.br:_ana ya qu_e: ( i) -:se obtuvo inc:.orpcracióñ mútiple a.'1n en 

·' á.q-Uel:i'a~:-t?t·C:~pa~ ~n _.l.a.s que se procedió a el imina.1-- el gradiente 

osmótico,-'-~>~~~:- lo tanto a detener 'la fuS.ión., en ·cuanto se detectó 
.· " . -la incorpor•ci6n de los canales; (ii> se ha obteni~o incorporaci6n 
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múltiple aCn sonicando las membranas con liposomas de asolectina 

antes de fusionarlas con la bic::apa; ( i i i ) se ha ~epor.tado que 

levaduras que presentan una mutación en el gen la 

H+-ATPasa, muestran también mod·ific::ac:iones en .l.as 

sus canales de K+ (107J. Una. de las posibles -explicac::i·a·nes :qu·e 
,:• ' 

dió a este ~enó~eno es que probablemente exista una ~-i··r:-t.er:aCc: i ~n 

fisica entre las ATPasas y los canales (107J; si es- as.1.:~. ·.es.to 

sugiere que los canal~s podr~an estar en rae: i mas, 

alrededo·r ~:d~· 'ATPasas. en otras 
' .· ';, "· ·,. . i 

se.ha d~.~o··~·t-~~~·d·b-.·~ue-los,c::anales de potasio se pueden ~~~entrar 

;:,:• ... .-••'<O>.·:-.:··"" 

ac::tivida~:f .... de·;~·~';..{:·.s·o·i~ :~-~~a1" 1:6111 

. m.uY .. dif!.c:il 

67,. l,06J -

el re9istr~. -,:-.de . la 

decir 

que presentan subestados de ap!='rtu-:-a, 

pues es bien Fonocido que prá.c: t_icamente todos los canales los 

presen-tari' -. (5, 39, 87, 1 15 > • : Lo . que se quiere decir es, 

simplemente, que estos subestados no parecen ser los causantes de 

los mQl~iples niveles de corriente, c:omunmente encontrados c:on la 
. . . ·; 

relación·:·set'ial a ruido de nuestro sistema. 

Lo~ c:an~les ~egistrados en las bicapas fueron permeables al 

K•,, ya>;que: :(i·>" a::o _mv·~:. con un gradiente 

resp-~c:~·~~'?;~: ~-~>~.;;.~-~<=;~·"· , la di rece: ión de 

de KCl de 3 a 1 en cis 

la corriente era la 
. ' - ~ .. - :, 

e orr.esP'~ ~d i'~in t'e::./~~1-~.,_:· P'aso 
, .. __ ,' ' . . . :·, '"-'~~ -. .. _ .. ~-' . 

---gin ~m~·~r:-~·(;~;-_--~·~~~.<i:~'{g·(i·.nas 

de cationes de cis a tran.s 3 >--

bic::apa.s no se observaron apertur~s 

canales a ._o.-·-mV~'·.::;ya., .que la probabilidad de apertura. a este volt.aje 
' ' "' . -. -- :~, ' ;: ' 

es m~y ~~j~ ~~igs 10, 14); <ii> el potencial de inversión de todas 

las c:ondu~·tarici.'as 11 h_asta ahora registradas <tablas 1 y 2>,. es muy 

77 



cercano al pcitencial de Nernst para el potasio <-27.5 mV, para un 

gradiente de K+ de- 3 a 1), lo 

perme'ab les al K•. 

que indica que los 

Los canales .de 65 pS seleccionan al K+ ·sobre el 

canales son 

Na.• con una. 

relación de permeabilidades medida de 2. Debi~o a. l* presencia de 

varios canales en c~da bicapa, 
,., .-· .. , 

para po.der. c~·lc~l·:~i..:-';·l··~ ·;~ei-a¿ión de 

permeabilidades, se supuso que lOs ca-rúa-1·-k[~-:~,:~;-"-~~·~ )~~~·:·~~.;:.i--~.i.·~ª" .- _.a i 

reemplazar 
,_ .:e·.:,_ . ;:.~:~; ·d.::',;'-~~·" 

suP'~si··c·i-ó~'.· e_·s:.ta~~:fu-~:~.~imér.t·ada 
. .J) 

el reporte inicial Sobre estos canales~:~' '(:46-::f -~-~n··;_;·-. ~-6·~:~.~:·~ 

patc::h clamp, al reemplazar a 100 mM. d·~·;~:·Kt>P6"-~f.ii~--~<.mM ···--~~~.-
. ·.,:.»' ·' .. 

al el Na•. Esta. en 

trabajo" no 

iones). 
'.'.. ·.-"-. :·:·· 

Sin -·emba~~~. ·· al por-

llegamos a obser.var_ una 
''.-::,_'·~ .. ->;-:>: ;- .. 

disminución ~n ... e1·. ·:·P:iS_~·. :de,·.~o~r-i.ent~ de· c'iS 
··-:--... ' 

a t.rans, este efecto se muestra en io que el 

valor de permeabilidad relativa reportado. t:45J de 
::: ... -... 

tomarse como una indicación de que los can'.~le$_-; de 65 pS 
.. . '.~ ~; 

seleccionan al K+ sobre el Na+,el valor num'é.-ico.exac::to deberá de 

checarse en bicapas que presenten un solo cana1. 

En los estudios de patch-clamp se ha reportado un solo valor 

de conduc~ancia unit~ria de los canales de K~ que es de 20-27 pS 

en 150 mM de K~ a. ph 7-2 t:46J- Este riivel es muy cerca.no al de 40 

pS, y -·no ~uy alejado del de 65 Ps, detectados en nuestro 
- . . 
La d f".feJ-é!ni= i a en conductanc::ia entre-· ambos si st'ema.s 

~-~ 

explicar de varias maneras: ( i) la diferencia 

sistema. 

se 

en 

puede 

1a_s 

concent.raCiones de K+ empleadas; < i i) posibles modificaciones de 

los canal~s, ya sea en el proceso de purificación de las membranas 
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en nuestro labora.torio,. y/o en el proceso de ·forma.e: ión de 

protop1ast0s, en los estudios con patch c1amp9 ( i i i) di-ferencias 

entre_ -1-~~; .~~pa_s. de levaduras estudiadas; (iv> diferencias en las 

condiciones de-crecimiento de las célul~s, ya que es bien conocido 

que estas afectan notablemente las propiedades de sus sistemas de 

transporte <por ejemplo ver 68). Los distintos valores de pH de 

trabajo no parecen ser la causa de la diferencia entre las 

c:onduc:tancias <datos no mostrados),. ni_. t_amp~c:o. las d~_?.ferencias en 

el potencial de superficie de- 1-as-__ :'!"e_m~ra~~s '<ver
0
.t·abla 1>. As.1., en 

cuanto a los valores de ise refier:e,. la principal 

diferencia con ~os·'da,t~s .d~·:;-~-~-~~~~:-;-;.~c:_i·.~mp esta en que,. con el empleo 

de esa técnica, :.~~~--.o.·::~~~::::-.. ~\~l~~,.~~'P~~f.t·~-d·o·:_~·un valor de c:onduc:tanc:ia para 

los c.ana1es de 
. + 
K, 'eri::·ta0'-t6 que nosotros pensamos 

tipos .de c:a~·~·le~,.':;~::~-~·-:::-:49~::·-~~ .. :6~-- pS <ver abajo>. 

BLOO.UEADORES.DE:.LOS CANALES DE 

NEGRAS. 
!:Síf\ 

Los canale~ i6n~cos pueden considerarse como 

que tenemos 2 

EN BICAPAS 

una clase de 

erizimas ~uy, eficientes <ver la I ntroduc:c. ión > ,. vistos de esta 

manera, los b loq·uead.oT-es de canales pueden ~onsiderarse como 

ligando_s inhibi·tóri'os ·en equil.1.brio con un sitio de unión del 

canal [89l. 

De la misma fo~~a ~n que l~s tra~siciones entre cierres y 

aperturas de 
,... 

bloqueo tamb iér-l oc.urr- e 
: _.·: .. · .'·": .. -.. , .. :· .. ,, ···.:.:'···· -·.-:·." ,; 

de manera aleator i·~,>-~:~Erf.'·:1·a_ ~clYo.~ .. ,;.P,.a:~-~~\d_e 1.os casos,. durante el 

tiempo que e1 bloquea'dor s·e ~nc;,Uen1::rci. UnidO al ca:.-ia1:.·,. el flu.jo de 
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corriente se interrumpe de manera completa, y la conductanc::.ia es 

indistirig~ible de l~ de los periodos cerrados normales del canal; 

as.1 0 par,pode~distinguir entre los estado~ cerrados y bloqueados 

se requiere ''de:~-uñ análisis cinético (26, 89J <tal vez la única 

excepsi6n a es~e mecanismo de bloqueo es la descrita por Prod•hom 

e~ al.• 1987 C105J>. 

En términos c::'iné1:icos ·la manera en que se manifiesta un evento 

de bloqueo, depende del tiempo de residencia del bloqueador en su 

sitio de uni6n en:el canal. Si el tiempo de residencia del 

bloqueador es mue.~:~ -"~_.:naYOr: que el tiempo medio cerrado del canal 

<bloqueo lento>, el bloqueo aparece como cierres largos. 

interrumpidos ~or~~~riodos en los que el canal se abre y cierra 

normalmente. Si~e(~iempo de residencia del bloqueador es del 

mismo orden d~ m~g~(tudque el tiempo medio cerrado del e: anal 

<bloqueo intermedio>, entonces el bloqueo sólo se manifiesta c:omo 

un nuevo componente en. la función de distribuci6n de los tiempos 

cerrados del canal. Po~ 6tro lado, si el bloqueador tiene un 

tiempo de residencia tan corto que cae fuera. del l.1mi te de 

resoluc::ión del sistema de registro (bloqueo rápido>, que 

generalmente es a lo .más de 100 µseg, entonces los eventos de 

aso e i ac: ión y disoc:iac::ión del bloqueador son filtrados y se 

manifiestan como una c::on~uc,ta.nc. i a unitária .aparente menor del 

canai (25, 2_6, 52, BBJ <pa.ra--:~iar..ios ,~jemPlos de todas estos 

de bloque~ vea a Moczydlowski eL at_CB9J>. 

tipos 

Dado que.- los·.: e.anales de le'Vadurá.s que se incorporan a las 

bicapas son permeables al K•. s~ decidió estudiar el efecto de los 
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bloqueadores de canales 'de K+ TEA, Ba 2
•, y 4-AP. 

EFECTO DEL BARIO SOBRE LOS CANALES DE LEVADURAS 

La adici6~ dé Ba
2

• a bicapas con muchos caDales produjo una 

niveles de corriente e_n .t~c:iOs voltajes 
.. , . '-· 

aplicados ···<_.f,~9 L~:·,:: 6>·, lo que demuestra- qU·~ ~1 08-~2• bloquea a los 

canales~:..<;f"'~~L':',::".ª~';:''::ªs incorpora<?os I:!';'_ iis::;¡l::;.~ls. Cabe sei"ialar que 

en ~·- ré~~$~;,.:; i~iC:ial de Gustin ~~rft;~:jt~',;h;_::~- los canales de· 

levadt .. li-as·;·'.} ~~·.:: - menciona que ~;:_e1~~~t·"~\~~¿;;·::· ~~{~,J~¿"G:::~~: -.:~~-a:· los canales .\· : :~)~·.: :'~- ·- -·;.;~:~:~: ~r:, --· ,~:-·- ".,,':_, 
:e

4

gb1J· s. tr;;.do,,; con. el patch-c lam~_;_{P·,':'.';;:º. n~· ,,,,;;;_e~ . móstró ningún 

'"" ;;~: , ">· , ._: __ :'.:::'.:-.~:~ ;; '~)-· ,~- :.<:~·-, -~e .:·.:·.·o .. , 

dato 

El b_10C:¡ueo por bario se :Ob·~"er.~6-:_·'a::niVel unitá.rio en una bicapa 

en 

forma alternada. La 

y 

adición -'.~·;~:"~a~~ .. :-tuvo un efecto 

pS en 

distinto sobre 

cada conductancia. 

El Ba2
+ a una c:oncentr·ació_n de 10 mM, tuvo los siguientes 

efectos sobre la conductancia de 40 pS: <i> a 25 mV no se pudieron 

apreciar las aperturas de 40 pS Ctablas 6 y 9>; <ii> por arriba de 

25 mV, se volvieron a apreciar aperturas sin que hubiera ninguna 

diferencia cinética significante de éstas con respecto al control, 

según se aprecia al comparar las constantes de tiempo de los 

estados cerrados y abiertos, sin embargo; <iii> por arriba de 25 

mV se observó una reducción_de un 25 en la magnitud de _la 

c:onduct~ancia de 40_ P~ .... (tabla 10> .. Los resuf"tados enumerados ·arriba 

fué objeto-· de un ·:bloqueo 

debió-
' . ., 

a que la. r:ed_ucc-ióTi Corriente unitá.ria hizo difi.cil su 

detección. 
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El Ba2
- a una c:oncent-rac:ión de 10 mM, tuvo el siguiente 

efecto sobre la conductanci~ de 65 pS: <~> no se Produjo ningún-

c:ambio apreciable_ ,en sin 

( i i) a so ~~· ~e-:·proc:iu:~ .. ?'.:.~~~:.~~:~-i~~~,~~~·~-.~-~-::·,. e·;;., er'":·~¡~~p··á._.-:~ "nled,io 

no-c:ondúcc:·iÓn . .'de. -1os .ca~~-l~s·· ;~-.-~·~.~~~·>m·~~; ¿c,·~~t·r-~·:_-:·.1~~~-.j~,-:~m~· '~del 

control>. sin que~~ubiera~nf~~~;,;~a;;ll:>i:~~;~¡~~:~r 1;~em~~ ~=~{º :~\erto 
-~· ~-~ :·>< h ,_ 

embargo; 

total de 

< 16 .. 2 ms. c:ontra:·-·16 .. s mS· del ~:~:~ory_t~.:~_1·>-.'·;· ">~c"i·~-i > a -75 ·mv·~·- 'él ·'-riúinerO 'de 
,;_ .... -e·."'.·.·-: .· ·.· . 

veces que .se. observaron ap·erctura.s·;;',d·e_ 65 Ps .. fué t·an pequen.o que 

se pudo hac:er· s~ .aná.:¡i-sis:;: .. ~.{~~t·:~,·~--~· <tabla 9> - Esto sugiere que 
·:~;~-2~:·:··-" : .. _ -~ -

del ~l~q.':"':~~ ·-~-º:S:-~ Ba aumentó con el 
•.:·." /: 

no 

la 

intensidad voltaje (hubo un 

incremento consideT:abie,::·e·n.: 1·a. «:t"ur:ación del estado no-conduc:tor >, 

de tal manera:que a ~~=~v; la conductancia de 65 pS pasó la mayor 

parte del tiempo e~ estados no-conductores, como si se tratase de 

un bloqueo lento .. 

De la discusión anterior se puede concluir que: <i> Tanto la 

conduc:tancia de 40 como la de 65 pS son bloqueadas por Ba2
•; ( i i ) 

el mecanismo de bloqueo es diferente para cada c:onductanc:ia,. por 

lo tanto; <iii) la disminución en los niveles de corriente, que 

causa la adición de Ba 2
+ en bicapas con muchos canales, parece: 

operar a través de mecanismos distintos según las c:onductanc:ias 

incorporadas, y no através de un único mecanismo de ~ bloqueo 

actuando sobre una población homogférlea de canales. 

También cabe senalar que el·e~perimento Con canales unitários, 

en el que el Ba2
• tuvo un efecto dis~into sob~e ¿ada.conductancia, 

sugiere que éstas corresponden a canales di fer ente~=- y no a 

subestados de un mismo e: anal [40], la presentación en forma 

alternada de ambas, podr~a entonces indicar que ambos canales no 
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son independientes. 

Con el objeto de dar un marco de referenc~a a la discusión 

presentada arriba_, conviene mencionar que· bloqueo p·ar ~Ba2+ ha sido 

descrito en varias clases de canales de K+ C9, 10, 84, 96, 
. . 

134J. sin embargo. el mecanismo de bloqueo ha ·sido extensamente 

~aracterizado a nivel de canal unitário 

activados por Ca2
• de alta conductancia CK<Ca>>. En 

el Ba
2

+ ac.tua como un bloqueador lento- uniend~se: a.,:,-un'·.~.- .. .'os.itio 

situado dentro del poro conductor del canal:·, qU.e 

produce estados no-conduc tares 1 argos• de u ria··: ~~~-~~-~·~·'C:~~;~"·; p;~.~~-~~\·.-·~ -·de 
.· ... ,.-.. ,':.;- .'.":' 

5 segundos: independientemente del v~i'-t~j~.- :~.~-~.~\,-_",'_."~LB.~~~:.-· 134:J. :.Es'. 

posible_ ·Sin e~bargo que el mecanisrTio de··b_l.·~q~e'.C;J.:~-:_:~'~-~-':~~~~:~/~:~~n··nl"i·s~.º ~-~~­
todos· ic;s_ canales de K•, ya que en el .. kcc~~:_··~>:·. l~-.:;.·:·~n·i·c!:~."ft<-~L·de1i~:·;/·~B~2• ;·'" . ·~·,:.-: ,~.~./.,;. ~-~-:r~-... , .,. . ·. 
estabi 1 i"za l·a conformación abierta del· ca~ai::_;C'~-7,~;;·::!.'~~-:-~:.:;~\:.j.:t'o'.-JC.~-.e, en 

·tas canales cono e idos como rectificadoT-es-- t.5~dió_S_'.--~.:p.E&r:_e·ce~.::~?s'er: '_q'-:le 

la uni6n del Ba 2 +, asi como del Ca 2 +, esta~i i'iz:', ff'...'~;-,'J;';~/~.'¡-:~;:,;,.ac: i ~n 
cerrada del canal [11, BlJ. ;<:,;':!,;)Y:( 

La adición de TEA a una 

(figs 

7, B>, lo que demuestra que el TEA_ :bloq\iea a .105- ~á-J,~1e~, pero que 

la sensibilidad de éstos hacia el TEA es muy peque.na •. 

Como no tuvimos experimentos de bloqueo por TEA sobre un sólo 

canal, no podemos decir nada a cerca del mecanismo.de b 1 oqu_eo , - ~·Y . . 

cabe senalar que tampoco en los trabajos hechos con patch-clamp se 

ha estudiado éste punto. No obstante conviene mencionar que, al 

igual· que en el caso del Ba.2
•. el bloqueo por TEA ha sido descrito 
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en muchos tipos de canales de K+ (7, B, 52, llt.+J. A nivel de canal 

unitário, ha sido estudiado tanto en canales muy sensibles al TEA, 

c~mo el KCCa>, como en canales muy poC:o sensi~les, como los 

canales de K+ ~~adulados por serotonina. En ambos tipos de cana.les, 

el TEA produce un bloqueo rápido que-· se manifiesta como una 

disminución en ~a magnitud de la corrient~ unitária C125, 135J. 

Es notar los canales de 

cons i derab l E;~el-\t'~· -,eD .. ;su 
···:(:• 

s~-~s.~.~·~~~·i.:~,;-~;~~{:~:~~·~::_f~~-! .3sl. como en gener·al 

los ·iones C:on,n:%~~~gen~,,. cua;ernATfio's»;~::t1~.• .¡;3~~(-~ls,: át'.Jn, algunos 

:: ::::·":~:;q~f f~"€;~¡¡{¡~t~5rft~i~~~~~\~f t0t~~;~;L···::::::ª:::;~ 
a 

,: :.:··.·',,·_.~.-_ .• ' .• ··:.··,·.·. ,.;,.. -·' ;'·~~;; .. :-,~--;,,¡,-,¡ t:.-~> :-. -~ --;;t· :-. ('/~ 
i~;:)·L- ;-,~;~·, . <-'~~: ~-:~ ;~:--~ ·~-~/~ .: >·- ,:(;<,_ : ... !: ~i_/·L- .-.. , ... ::;:.:,; : ·¿f,y 

La 4·-ami noP'.i,~_id i na ,.;!.~~.un·-~--b-1. oq'ueadOr:>'..: m_UY> conóC:' i 'do .·de 
>'.\~~-:-:.~·~:~~--.:,~.,'4;-;~: ~ ~".- ·.--. ':-'. ·:·:~·;:' -:!< .:- .,, ~-,, ':(-) 't:<' ' 

canales de 

K+ que- ac_t .. ~'~','.·c.:=.on:_):~-~:vo.r-~· ;~-:Fi~~--i~TiC'i'~:;¡;~-~~--~:~; .. i:c,-~:.-,·c·an.a1_es_ tipo 
·.: ;~ : ' : . ' 

133l, n·a .'t..iy~,;·:_n~~~-~cin~.,-~--~f·e~·:t-c,--.:.,ap-~·ee:-:·í:att·i·e ,_.·sObre: i·-os' cánaleS 

"A" 

de 

r 1.14, 

las 

levaduras en ei rango de conc~ntración dé'o.1·a.5 mM <datos no 

mosti-ados >. 

Como se mencionó al inicio de la dis_c1.:1si.~n, ·prá.c.ti-c:amente no 

existen datos acerca del papel fisiol6gi~o -~·e,_··-.~_os c:-_anales en las 

levaduras, por este motLvo decidimos indagar ~l efec~o del bromuro 

de etidio sobre los cana.les <ver a una 

conc:entración de 100 µM, a la cual se '-·sabe que este compuesto_ 

bloquea el ·:inf.lu.jo- Ce K+ a las sin afectar a otros 

procesos, como el bombeo de H+ C 103:1--~ En e experimentos no se 

observaron efectos consistentes este compuesto <datos no 

mostrados>. Por lo tanto, todo parece indicar que el bromuro de 
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etidio ac:tua sobre la<s> permeasa(s) para el potasio. 

ACTIVIDAD Y DEPENDENCIA DEL VOLTAJE EN BICAPAS CON HUCHOS CANALES. 

En las bicapas'con muchos ¿anales, su 

tres --· .. formas:·-.- --~-~··pe~·~·~~:O~'-~-"~~d'e,--·- no~ac:t ivi dad 

actividad se presenta de 

en que los c:anales 
j,_'. .-.:.;: .• e• ~-

permane;cery·:~-.;.i~ru.:r1 .. ·ta·ne-~'m~~t~'-~~- c·errados por más de 250 ms; peri o dos de 
- - - :_ ·': ·.· ? _: ;':.:-- _,, __ ~- ;.,-- ·- - ·- '" 

ac:-tiVÍdad- ·· :·~i~t·~-~;f~-"-~C .~·~_.+_:2d·í..i-rac:i6n muy variable, y periodos de 

variable; ac:·t-ivfd~d.;·._~:o~-~ci'"f::::_'.~~:.i.'.Tl;fer-~e.dia>, también de duración muy 

Debido-·:--~~ .l,~. ·~:~~~:~~i'~-~.<i·a.:n variable de los modos de actividad, no es 
._, :., .·:· - ,, .. ,,.- ; :·.' . -

posible'.,ob~er,~ar\_~·Da .. ~.depend9ncia clara de la duración de'··1a· 

. . . ·:: 

namero ~e vecesqu~ 
~ .::_· .: :; . ' " - ' . - . 

d~ no~~¿ti~idad, 
:.· . ~--_. ~. ": . . 

se presentan los modos 

muestra dependencia del voltaje siendo más fre¿~ent~~:!a ·volta~es 

menores a ±40 ~V (fig 11 y 12). Analogamente,. el n_úmero de veces 

que se presenta la actividad intensa es depend~ente del vóltaJe, 

siendo más frecuentes a voltajes por arriba ~e ~40 mV. Estos datos 

sugieren, aunque sea de manera cualitativa, que cuando en una 

bicapa se incorporan varios canales, la .ac:t ividad de al menos 

algunos de el los es dependiente del volt.a fe:. 'ES.ta. conclusión, es 
,_, -- --.... 

reforzada por las curvas de corriente··_má.><ima'- en función del 
:o'.,,'·., ... ·. 

voltaje de las figuras 6.y. a, en donde- se . obs·erva una clara 

desviaci6n del comportamiento ohmico• 

lils 

_bic:apas con muchos canales, dec'±dimos gr.aficar · 1;;, -c:qnduc:.tancia. 

relativa, en la transición con mayor amplitud de c:or·r.iente a un 

voltaje dado, en funci6n del voltaje. La gráfica de l~ figura 10 
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muest~a. _que, en las bic:apas c:on incorporación· múltiple de 

cana.les, la actividad de estos en el momento en que 

máx:ima,. es 1 igeram~nte dependiente del voltaje. A voltajes 

positivos, un cambio de 39 mV cambia en e-veces la conductancia. A 

voltajes negativos un cambio de 90.6 mV causa un cambio de e-veces 

en !a conductancia. Como punto de comparación, y- aunque no se 

trata de medidas equivalentes, c:abe senalar que en ios c:anales de 

K• del ax6n gigante de LotLeo, que son c:onsi~era~~s ·t.i.pic:amente 
' ' ', - ·'Í'·~ · .. •.- . 

c:omo dependientes del, Vo1taJe, .:·.hay, un·; incre~medtO~~·dE{·-é~.Veces· eii su 

c:onduc:tanc:ia por .c:ada ~,>~~ IJl~;. ;¡:>ª;::·ª d~1"61a:,::i:;:,,,,,;·~:¡¡;~e~\·p~q:~·e~a~ C:52:J. 
~'.-:'c1.:~·~, .. ;· .. ~-

En la fi·gUra_ .·lo- sé" .·r'~p~_"e-~e~~·~ ~\~ .ª j·~~d-~p·~i1~-~~~A~~ .. fÚ:P .. ~~\¿.;;Va}:.t:~.J·e·~.< de un 

i'a ~c;~ciJ:¿~,;¡_:,.:..;:ii;;;_l¡r~,;f:'~f/~ome~tti''~;..;·.·;c¡he 'éSta se 

c:~nduc:ta:~~i~ d~' ur.a:'" corriente m;a;,,rC>s76pic:a 
"·-·;·::: ¡•,-·· 

como tai)·. 

CINE:TICA Y DEPENDENCIA DE:L VOLTAJE. DE: CANALES ÚNICOS .• 

En tres ocasiones logramos regis~rar la actividad de c:ana1es 

únicos. oe hecho, dadas las caracter~Sticas de la bicapa de la fig 

13, regi~tramos 2 vec:es c:anales de 40·pSy dos vec:es c:anales de 65 

pS. Sin embargo,'1as propiedades cinéticas_ entre ellos no 

( i ) los canales de 40 pS 

inc:orpo~aro~ de ~istirita manera <al,meno~ eso pensamos> ( i i ) 

uria -.ocasió..:;:~--i·o·s. _canal_~~ -de 6.5 pS .. <fÍ.g. 17> se encontraban, 

acuerdo a l·a_ :interpre·ta.ci-ón ·de 'ii:·a'c:a·r-~·f?ril!lc:iones múltiples por 
. ' . 

son 

se 

en 

de· 

.1·a 

que ryo~, h.emo~'·.'·.-inci'inado, junto con otrcis canales, y se registraron 

aperturas úniCas de 65 ps tanto a positivos como a 
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negativos. No es posible saber Si las transiciones a ambos 

voltajes son del mismo canal <con cinética modificada), o so.n 

dos canales distintos. 

En todos 

residencia en 

los C:-~-~-E~-! :,l_a··. d~_~,-~: ibu-c_ión de, 

~-~:t·:~-~¿;'·~~~ ª-~ (~t::"-~o~·:>.Y ~- Cet:rado~ 
los tiempos 

11 

de 

de 

y (:tabl-as 7_, a, 

1 e) es c:onsi stent'e; ~.C'O~·c:~·~i;~::,:. :~~·~:~~-~-~'.~~:·{ª ,.dé·_~·'.:·e.-~~~~-_adOS cerrados y un 

=~:::: ::~;25'.i~fi~!~f g~f ~~~i~~l?!{~~~'j¡;{;o.~~-d 'n::r•:., ::: 
del estadO · -~~·¡.~~;:·;;;-~ [25J ,,:,Suponiendo·· el.: ··Si9uierite· ·'a:~~e_g 10: 

··:·.·"·-~-~· ·-,;'",,- ·_,:·· ;_,~;;~ -• :;:{ ;~,~ j~-~. ;':;-" .-.:·".--,-~_:·~-;,_,-~ --~~,;:_; __ ,.; 

:.< •:'· <; ... i:·f·~~~1~~~~~~i::.1s2;:~tr::-~:~I:: ¡::.~_·····. , ... ·· · 
Las· c:onstantes de. veloc:idad 'de :•salida c:1e·<\l~~,,~1~:¡cl~:~ .c:err:ados, 

son el inverso de los t~(~:n'G'~Ji'~'~'¡:j·;~·;;¿:\{~·~·\:~·~~:d~s~i~!.i;;'.; cada <e.stado 

C:25J. Estos tiempos·inedi~~'Y;~i~~;;'d~do .. en'i'.":~Y~~b;1~~'.;c.¡.h:,.~y1:1 y 12 

Las gráfic:as de P~ ·ri.'u··~:s_·t1:."·~·n_._t·~¿i-'o~ Un~' -':l·i.9~r:~:.·,'.~fdependenc:ia del 

VD l ta.je. Po".° otro lado, .¿~;t;,; .ya Se~ mencio"6 ar-~~b~~\ ¡~'i'.a~~ependenc: ia 

del vol ta Je de 1 a .. c~~dU~-~,~~·~ i'~·: má>c i·lna qÜ~-'.~-·.::_~,-~~~~-~~~-~,~:}'.:::_~:~·~~;~--1~ i--~aPas c:on 

más de un una · 1 igera 

dependenc:~a del voitaje. Otra 

dep~nc;tencia. d~1_.:·~~if~je de 

forma en_ que se ·manifestó la 

los canales, es en· !=lue abren solo a 

.-:,'',· 

-Va .-arit.es heníos argumentado que p~nsamos _que los canales de 

pa!""tir del compor:'t:;am~ento 

que s~ pudo regist~ar la actividad de c:ana.1es Unitáricis, nos 

inclinamos a pensar que en los rac:imos la ac:tividad de ~os c:anales 

individuales no es independiente, ya que: 
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<i) En los 3 registros con ac:.tividad de Canal unitá.rio que 

obtuvimos, no se observaron peri6dos de actividad intensa, como 

los llamados periodos·~e ~~faga ("bursts") que presentan algunos 
' . -__ . 

tipos de cana1es .• :::f\S1:~:~ -,Si~ .. no ·se· pien_sa .. -_que la actividad de los 

canales es int·e·~,d,~1~~-J:;dierite, es difi.cil entender porque cuando hay 
- ·,~(; 

incorporación mól~~ple de canales, se pres~ntan periodos de una 
-

actividad '!\.U)( i--n·tenSa, que luego relajan_ a de menor 

actividad o inclusive sin actividad <es rec:.or.dar que 

ésta actividad intensa de los c:.a.nales __ ~de· l~:"aduras, también se ha 

observado en otros dos laborator~os r4~; 167J). 

( i i ) En todas las bic:.apas c:.on inc:orp~;~-¿-:~~~> m~l~ipl·e 
junto e.en los periodos de actividad i.-~~~~;._~~~ siempre 

de 

.se 

canales, 

pU.d.ieron 

observar cierres simultáneos de todos .los e.anales (e. 8- • vea la 

fig 1 >,. es decir periodos en los que la conduc:tancia ·de la 

membrana se hacia cero durante un t~empo variable. Si los ~anales 

son independientes la ocurr.enc:ia de estos cierres simu1táneos 

resu1ta muy poco probab1e. Asi., consideremos por ejemplo de manera 

arbitrária, que en una membrana hubiera ~n canal de 40 pS < t~e.mpo 

medio de apertura de 7.7 ms a 50 mV>, y dos de 65 pS <tiem~d medio 

de apertura de 16.5 mS a 50 mV>, que sería una de las condictOnes 

mi.ni mas en que hablari.amos de iDcorp~~acion --~e~ti:_p1_·~) entonces l.ct-

probabilidad de que 1os tr~es c:_~nilles,: si·E!ñdO i~¿.-e-pe~'.d.i~n·t_eS9 · se 

cerraran simu1táneamente,. durante un.:· -~-~r:.~~-~~-~-~ . .- ~,~-~·:~·::~.o~··· e:.jemp lo 2. 

mseg, es: 
' . _, 

Por lo tanto,_ la observación frec:ueT-lte -de. ·cierres SimultánE!os 
!'=.-

en 

todas ·las· b·ic:apas con muchos canales,. su_giere que éstos no son 

i ndepend i ent.es. 
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<iii> En el experimento de la figura 13, se observaron aperturas 

de 40 _y- 65 pS, siempre en forma alternada. Estas c:onductancias 

fueron bloqueadas cada un~ en forma diferente por el -esto 
. >· .. ·-: - : -. --

sugiere :_qu~· i·_~_.'·-~ .. ~c:::·ap_a. ~en.1.a dos canales distinto~~ ~~uno 40 y 

otro de 65 pS~-. _:y no a un solo c:anal· -
. <-~~~:: 

d·o s·:-~~:··· n i-·~:;-e·1 e·s de 
,_~.: ' 

c:onductan~c~i a·~--t~9::i .. ;.;": Entonces 1 a presentac: iónX: ~-~~-'t:.o~.M~-J~f :t,er:·nada de 

-1-0~ -,·~.-o~::-·-~c~:-~J,; .. ~f~~,(S~~-~~b~:__ indica que su act iv id~-d ---.~~-,;:--,~:~-~-.;~~,-1-~-;~f~pe·~d i'en-te 

::::. u:: : :i¡fi~~::p ::::::::• d :o: 0 : a= "a
1

sne=a :1·.-.· .. •-.. ::s·.·.·-=.•-•-'.ºY}_.,:.•_:.:_,._.~A·_;·;."T¡_~ ... ·~P?.·.···-··eª•_"~:...~-'-·-··--~ª:_¡:s·.;_,."_-_-~,;_·.·.p····· r_-.'..:,·.~.:d.-11. ua'..~r::a,m·_: :e._1n~6t> e: 
la pos·ibl-~'.~·;._·'i~~·t~'.:fa,_._.,:.~--~·CiÓn··_:f.isica ei-.tre- ._ .=- _ ._ 

:..: - ~.-. ~ ~-- ' ' ... ' " ... 
esto -i·rñp1·i.'Ca.::.;·q'Ue·:17.io-s-'· · c·ana1es . est.3.n en g·rupo~·t'\\t"Y·t~;:~+~u-~ <no 

. : -.. ··'···-··' ... ·-·-· 
son 

independ ieri.¡;;,.;:_ :: i:;:i:'o7:'.f ",,;: 
i" 

se' -.ha. ·'dem~·-~·t~"~d~? ~~-~.: :'.'~úc::hos tipos 

casos se ha mostrado que dentro de un rac:i·mo-: los c:an~les son 

independienteS (613, pero también hay reportes que muestran que,. 

en los racimos,. las propiedades de algunos canales no son las 

mismas que c:uan_do estan ai-slados, as1. por eje_mplo, el receptor ~e 

.acetilc:olina presenta~propiedades distintas cuando se enc:uentra. en 

forma de i:nonome_ro,, que c:uando se encuentra ·en su estado nor.Tia·l de 

dímero (119). Finalmente, cabe mencionar, que además· de en las 

levaduras,, también en otros mic:roorganismos <bacterias> se han 

observado ~c:anales con una cinética muy compleja,_ y se ha concluido 

89 



que su actividad no es independiente (143J. 

EFECTO DE BLOQUEADORES DE CANALES DE POTASIO EN LA FISIOLOGI~ DE 

LAS LEVADURAS 

En cuanto al· posible papel fisiológico de los canales, como se 

mencionó en -.-_~·a"- ~c~~~,!--9-chi~ci-6ñ, 

a 1 · .. -. r~~P-~.~·~-~ ~-:·: ~ --· ASi.- · 

no hay hasta .el ºTome~.~-º,. .ningún 

.·apro~._i_!n.~c~~6·~ -al trabajo como una priméra 

problema,. dec1·diri\c;5\.::~~·;mer:.zai- -·,~·.-... ~st.~di~r: el.' efectó: de;:-: .~1oqu:~a~.or~s 
de canal ~~~/:·~~\':'.~~::/~.;;b~;.:~~·~?;.1/~~.~~ e~·t·rada~·-cse:.··:nutr i·entes:-'.'.:a. '.::i·:~~ .... ,_-: i ev ad·ur.a.s·~-

:;.~~;:·-·,~ ."-":.~'-'~_ .. · "--·-- ··:';;, ·;:-·. ::··, :.,_ ; ··.---':::~" .,.: .. :.·::_;;;;~ '.·,· ,,:•· 

una ::::ª::::::::::¡:: ::i7::a~=~o·~::a::c~!=~-:~~!~rt~·:5k~rs~~~:::: podr.ta· indicar qÚe i~~~-~Ki';:L~;\j-.;.\:i<~:'que :~i~~.,,J~;~~';.~i~,..~~a·d.;; esto_s 
compuestos C:óO, 121 J - ·,;s:~ ~- i·~i!~:;¡ ~~'~,: ,'~-abO p·or: .. -·~edi~"- :.de··'· ~~n·~ie"S·~: :_;».in 

embargo dado que tarlto ei TEA como .. 1a -~~~-~<' '~6~~~~~--· compuestos 

aminados, no podemos descartar un; efecto d~ competenci~ d~recto 

sobre las permeasas de aminoácidos. No obstante., cua1quiera que 
sea el me~anismo de inhibición, este resultado <fig 18>, se ve muy 

atrayente para su posterior desarrollo. 
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PERSPECTIVAS 

- El presente trabajo constituye la priméra carac:terizaci6n que 

de canales de levaduras en bicapas lip~dicas negras, de tal manera 

-que en el sólo se abordaron cuestiones generales de las 

de propiedades de estos canales, quedando así una amplia gama 

preguntas sin contestar, y que deberan abordarse en estudios 

posteriores. Esto es aún más evidente si se toma en cuenta que 

también en los estudios de patch- clamp la caracterización que se 

ha hecho hasta el momento, ha 

hacer un listado exhaustivo, 

sido muy general. Sin pretender 

algunas posibilidades interesantes 

para estudios posteriores podr~an ser: 

i> Determinar si en efecto los canales de levaduras se encuentran 

agrupados en racimos en los que su "gating" no es independiente. 

Una forma de comenzar a abordar esta pregunta, podr~a ser la de 

agregar reactivos de grupos sulfidrilo a bicapas con incorporación 

múltiple de canales, y analizar el posible cambio cinético que se 

opere, como se ha hecho con el receptor de la ac.etilcolina. 

ii) Los canales registrados prec7n ser solo ligeramente voltaje 

dependientes, por lo que resulta atrayente pensar en ' la 

posibilidad de otros mecanismos de modulación, como 

por fosforilación. 

iii> Un aspecto que ayudar~a mucho al estudio de los 

bicapas planas, es el de obtener un medio que 

inc:orporaci6n de un sólo canal, de manera rutinária. 

iv> Un aspecto central para el conocimiento del tipo 

por ejemplo 

e: anales 

permita 

en 

la 

de c:.anales 

que realmente presentan las levaduras, es el estudio detallado de 

su selectividad. 

v> Cuando se trabaja con un organismo como las levaduras, una 
' ' perspectiva siempre presente es la de

9

1 estudio de '!'u.~~~teS, como 

lo demuestra los estudios que se han hecho con la>m~.t~nte:'~ p.ma.1_:. 

vi> Una de las preguntas más importantes en 

canales de levaduras e~ l~ de cual 

estudios del tipo presentado en la figura- 18.· .... pueden 

utilidad. 

. 91. 

'C::ori los 

sent.ido. 
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lncorporation of ionic channels from yeast plasma membranes into 
black lipid membranes 

F. Górnez-Lagunas,• A Peña.* A L1évano,: and A Darszon= 
•instituto de F1s1ologia Celular, Universidad Nacional Autónoma de Mex1co. México, O F . 1Centro de lnvest1gac16n y de 
Estudios Avanzados. Instituto Pohtécn1co Nacional. 07000 México, O F , México 

ABSTR;.cT Recently, patch-ctamp1ng 
of yeast protoplasts has revealed the 
presence of plasma mernbrane K­
channels (Gushn. M C , B Martinac. Y 
Sa1m1, M. R. Culberston. and C Kung 
1986 Sc1ence (Wash OC). 233 1195-

1 197) In th1s work we show that fus1on 
ot punfled plasma membranes into pla­
nar b1layers allows the study of lhe 
yeast channets. The main cat1onic con­
ductances detected were of 64 and 
116 pS. however. larger and smaller 

conductances have been observed. 
The two ma1n conductances were sen­
s1tive to the K - channels blockers 
tetraethylammon1um (TEA - ) and Ba 2

•. 

81iomc expenments 1nd1cated that both 
conductances were K -- selective. 

INTROOUCTION 

lonic channcls play a majar role in thc ionic pcrmcability 
of biological mcmbrancs. and are prcscnt in all cclls tcstcd 
so far. In ycast. the membranc potential is set by a 
H • -ATPase ( 1. 2). and K • ions participa te in its regula­
tion (2. 3). For sorne time it has bcen known that K -­
movements through thc ycast plasma mcmbrane occur by 
mea ns of two K • carricrs (...i.. 5) whosc activity <lcpcnds on 
an adcquatc ccllular cncrgy supply. In addition. patch­
clamping of ycast protoplasts has rccently rcvcaled thc 
prcsencc of K ---sclective dcpolarization-activatcd chan­
ncls (6). ATP-scnsitivc K .. channcls (7). and prcssurc­
scnsitive channc1s (8. 9). 

\Vith the purposc of cxtcnding thc study of thc ycast 
plasma mcmbranc channcls. we have bcgun a series of 
studics al a physiological lcvcl by mcasuring ion íluxcs in 
intact cclls and rccurding channcl activity in rnodc:l 
mcmbranc systcms. Hcrc. wc rcport thc incorporation of 
K -- channcls from plasma ni.cmbranc fragmcnts of ycast 
into black lipid mcmbrancs by thc fusion mcthod (10). 
Part of this work has becn prcsentcd in abstract forrn 
(11. 12).· 

MATERIALS ANO METHOOS 

Plasma mcmbranc íragmcnts írom a commcr.::ially obtamcd \,l,ild typc 
strain oí Saccharom~·ces cere~·isia,• (La Azteca S. A .. Mc~ii:o Cit) ). and 
lhc wild- ty·pc strain .XT3000.3A \,l,CTC prcparcd ~1s pre .. ·iou .. ly dc~cribcd 
(13) by a modification uf the mcthod oí Franzu~orr and Cirillo (14). 
This pla!-.ma mcmbrane prcparation !-.hows appro,imatcly ;,s l O'k con­
lamination by mitochondri.il mcmbrancs a!>. aS!-.csscd by mcasurcmcnts 
of thc scn!-.itivity of ATPa'c activitics to the inhibitors vanadatc and 
oligomycin. prcviously rcportcd írom our laboratory ( 13). No vacuolar 
contamination ""ªs dctcctcd. bccau~e all ATPase activity was scnsitive 
cithcr to \'an;.idatc or oligom}-C1n. 

Bla..:k lipid mcmbrancs ..,.ere furmcd from a :!O mg/ml ~lution of 

PE/PS 1:1. or diphytanoyl phosphatidyl cholinc (DiphyPC) (Avanti 
Polar Lipids. Birmingham. AL) in n-dccanc on a 0.2--0.25-mm diamc­
tcr hale in a Saran Wrap plastic partition scparating two TcHon 
compartments. each of -0.5 mi capacity. by thc techniquc: of Müllcr and 
Rudin ( 15). Unlcss otherwis.c: indicatcd. the uans side clectrolytc 
solution containcd 100 mM KCI, 0.1 mM CaCI:, and 10 mf\..f Hc:pcs­
KOH. pH 8.0; thc cis sidc solution was thc samc. c'cept that thc KCI 
concentration was 300 mM. In the biionic c,pcf"imcnts the ,·i.t .. idc 
... olution v.a~ rcpl.iccd b}- .100 m~1 :-.;;1CI, 0.1 rn~1 C.1CI • .ind 10 m:'l.t 
l-tcp.:s-NaOH. pll 8.0. Channcl incorporatiun was observcd aíter thc 
addition of 9-90 µ.g protein/ml to thc cts side of thc bilaycr. Ali 
cltpcriments were done at 20--22°C. 

Voltagc pulses v.cre applicd with a stimubtor (model SD9; Grass 
fnstrumcnt Co .• Quincy, MA) to thc cu sidc. Single channel currents 
were mcasurcd undcr voltage clamping ""ith .i currcnt to "oltage 
convcrtcr with a JO Gn rc ... istor in thc fccdba,,;;k loop, .lt a bandwidth of 1 
KH7. Thc currcnt output oí the ,,;;onvcrtcr "ª~ !-.tored in a modificd 
digital audio pnl<.:cs~or i:unnectcd tu :.1 VCR ( 1 h. 17). 

Unless uthcrwisc i:idic;;1tcd. recording~ wcrc fihcrcd at 800 Hz ( - Jdb 
point. cight-pole Be:.scl nltcr. modcl 744PL-3. Frc4ucncy Dcvi..:cs lnc .• 
Jla,,·crhill. !\.1A). and diciti7ed at ::! Kll.r. Channcl analv!<>is was 
pcrfurmcd with the p·cla~p 4.0 progr.am. in lhe scmiautomalic mode. 
Tran!'>itions la!>.ting <4 digital points ""ere di .. 1.:ardc:d by thc program for 
constructing thc amplitudc hbtogr;;1ms. /\11 rcagcnt!-. wcre of analytical 
grade. Solution'i wcrc tiltcrcd with 0.22·µm fil ter!-. ( ~1illipore/Contincn­
tal \Vil.ter System ... Bcdford. !\.1A). Thc datil. for thi~ work ""ere obtaincd 
from 25 h of reeordings from K 1 bilayers. 

RESUL TS ANO OISCUSSION 

Befare adding thc ycast plasma mcmbrancs to the cis 
compartni.cnt. wc routincly applicd a control pulse of 
:!:: 100 mV to thc lipid bilaycr. ~1cmbrancs showing noisc 
wcrc discardcd. and thc chambcr was washcd again. 
Aftcr thc control pulse. plasma mcmbranes sonicatcd in 
700 mM sucrosc wcre addcd. and usually channel cur­
rcnts wcrc observcd within 1-90 min. 

Currcnt fluctuations at three positivc vohagcs in PE/ 
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FIGURE 1 (A) Currcnt records ofa 64-pS channcl in a PE/PS bilaycr. Thc solutions wcre 300 mM KCI. 0.1 mM CaCJ:, 10 mM Hepcs-KOH, pH 
8.0, cis:and 100 mM KCI, 0.1 mM CaCJ,, 1 O m~1 Hepes·KOH, trans. No activity was detected nt cis-negative voltages. (B) Rccords from a bilaycr in 
which thc 116-pS channcl was incorporatcd. Activity could be secn al both positivc and ncgative voltages. Conditions wcre thc same as in A. (C) J-V 
plots from data as in A and B. Each point represents the average of the transitions obtaincd from four bilaycrs. Standard deviationsdid not cxcced 10% 
oí thc average values. 

PS membrancs are shown in Fig. 1 A. Thc currcnts most 
likely originate from the ::ictivity of plasma mcrnbranc 
channcls. and not from channcls coming from mcmbranes 
of intraccllular origin. This assumption is bascd on thc 
degree of purity of thc membrane prcparations (scc 
Materials and Mcthods). On thc othcr hand. thc only 
channels which havc bccn dcscribed in yeast are from 
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plasma mcmbranc ong1n (scc bclow) and a 435-pS 
cationic channcl from thc tonoplast. This later channel 
rcquircs millimolar Ca2 

.. to be active ( 18). which cxcludes 
its dctection undcr our conditions. In thc expcriment 
illustratcd in Fig. l A. thc single channel activity was only 
obscrvcd at positive voltages. This behavior is consistent 
with that observed in patch cJamped protoplasts (6). in 

(481 

(78) 

(24) 

e.s 
(pA) 

•6 

FIGURE 2 Appcarancc of severa! current lcvcls aflcr fusion of plasma mcmbranc vcsiclcs into a PE/PS bilaycr. Experimental conditions wcre as in 
Fig. 1. (A) Currcnt nuctuations at 40 mV. Traces are not consecutivc: thcy wcrc chosen to excmplify thc appcarancc of scvcral current amplitudes. 
Note thc burstlike bchavior in the third trace from top to bottom. (B) Currcnt amplitudc histogram of thc record in A. Histogram peak.., are markcd 
with thcir corrcsponding conductanccs. Note thc ex.istcnce of sc"·eral conductancc levcls yiclding a skcwcd distribution. 
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which only depolarizing voltages elicitcd currents. Ncv­
ertheless .. in many bilayers it was possiblc to record 
currents al both positive and ncgativc voltagcs. which 
allowed us to construct more complete 1-V curves. as 
shown in Fig. 1 C. Asymmetric voltagc responses of ycast 
channcls secmcd to be dcpendc:nt on thc lipid composition 
of the planar bilaycrs (sce bc\ow). 

Two main conductanccs of 64- and 116 pS wcrc 
obtaincd from the slopc of the curves in Fig. 1 C. Thcse 
conductance valucs are clase to thosc found for prcssure­
sensitivc channcls (40 and 75 pS) that are prcsent in ycast 
protoplasts (8. 9). Bccausc littlc is known about thc ycast 
pressure-scnsitivc channcls. wc cannot compare them yet 
with our data. Thc dilTcrcnccs bctv.:ccn thc conductances 
we found and tho~c rcported in patch-clamp studics of 
yeast protoplasts far K • channcls ( 13 pS [61 and 17 pS 
[71) could havc severa\ cx.planations. (a) In thc patch­
clamp study (6) the solutions employcd wcre at pH 7 .2. 
and in this study we initially choosc to work at pH 8.0. 
This choice was madc becausc studics with intact cclls 
carried out in our laboratory havc shown that K ... cffiux is 
greater at pH 8.0 than al lowcr pH valucs (unpublished 
observations) .. and there are rcports of K • currcnts that 
are reduced vcry stccply by lowcring the pH from 8.0 to 
5.0 (19). (b) Thc ditTcrcnce betwcen thc conductancc 
va\ucs could also be duc to variations in thc growth 
conditions cn1ploycd. Expcriml!ntal condition~ are known 
to havc striking cfTccts on thc propcrtics of ycast transport 
systems (20). (e) lt is possiblc that in thc bilaycr cx.p~ri­
rncnts sorne channcl modifications can occur during 
rncmbranc purification. (d) Thc sclcctivc incorporation of 
high-conductancc channcls into thc bilaycrs. In this 
rcspc.:ct, it rnust be mcntioncd that in gcnl.!ral. rcgardlcss 
of the arnount of protcin addcd to thc cis companmcnt. 
severa\ conduct:.incc lcvcls wcrc obscrvcd in each cxpcri­
mcnt. This rathcr common phcnomcnon is cx.emplificd in 
Fig. 2 A. The amplitudc histogran1 (Fig. 2 B) shows that 
in this bilaycr. the 116 pS conductancc was found along 
with othcr conductanccs lcss frcqucntly incorporatcd in 
othcr cxpcrimcnts. The point is furthcr documcntcd in 

TABLE 1 Statlatlcal lnt'ormaUon ot channel record• 

PE/P5 bilaycrs 

Reversa) potentia1 
Conductancc in 3: l KC1 gradient '/é. oí bilaycrs 

pS mV 
65.3 ::!:: 4.0 -2l.4 ::!:: 4.6 71.0 

112.0 ::!:: 6.5 -21.8 : 1.3 57.l 
41 ::!:: 9.9 -22.6 ::!:: o 29.0 

170 ::!:: 6.4 -21.6 ::!:: 2.3 29.0 
327 ::!:: 19.0 -16.0 ::!:: 9.1 29.0 

.. , ... O••- º"',:'"~s'"º'"" lle• H-otS 

11~1 11~> 

FIGURE) Kinctic bchavior of a single 64-pS channcl. Experimental 
conditions are thc samc as in Fig. l. (A) Open dwc11-timc histogram. 
(B) Closcd dwcll-timc histogram. Both thc open and closcd histograms 
wcrc adjustcd with a single cxponcntial. (C) Currcnt amplitudc histo­
gram of thc record at 50 mV. (D) Mean open and closcd times at two 
voltagcs calcu1atcd íi-om thc time constants of histograms, as in A and 
B. . 

Table.: l. In many bi1ayl.!rs ""'C havc obscrvcd that thc 
channd activity appc.!ars in bursts. as shown in the third 
trace of Fig. 2 A. 

Bccausc of thc multiplc conductancc lcvcls obscrvcd in 
cach cxpcrimcnt. thc kinctic analysis has bccn difficult to 
pcrform. Howcvcr. in onc ex.pcrimcnt in which the only 
channcl prcscnt was onc of 64 pS. the open and closed 
dwcll tin1c histograms wcrc adjustcd with a single cxpo­
ncntial, suggcsting that therc was only onc open and onc 
closcd statc. as shown in Fig. 3. A-C. The mean open and 
do.sed times for two voltagcs. givcn in Fig. 3 D. suggcst 
that the channcl is voltage dcpcndcnt. 

From thc data on Fig. 1 C. a reversa} potential of -22 
mV was obtaincd for both_thc 64- and 116-pS conduc-

DiphyPC bilaycrs 

Rcvcrsa1 potcntial 
Conductancc in symmctrical KCl %oíbilaycrs 

pS mV 
65.0 ::!:: 4.0 -0.8::. 3.7 60.0 

100.0 ::!:: 9.3 -l.3 :::!:: 1.6 so.o 
100.0 :::!:: 9.3 -1.3 :::!:: 1.6 80.0 
156.0 :::!:: 8.5 0.9 ~ 0.5 29.0 

Conductanccs and rc\lcrsal potcnlials wcrc obtaincd from 1-V plots from fivc to scvcn bilaycrs. 

Gótnez-Lagunas et al. tncorporabon ol k>ntc cnannels 117 



!··· 
#.,\1"&iil_!iJ.\,..,i;::;.,,.,,,.¡.~ ... 

¡ ... 
~~~~ 

FIGURE• Channcl bchavior undcr biionic conditions in a DiphyPC bilaycr. {A) Currcnt transitions at 50 mV in thc prcscncc oíthc control 300 mM 
KCl buffcrs on both sidcs of thc bilaycr. Thc record was digiti7cd at '.!KHz and filtcrcd al 1 KHz. Thc analysis was pcrformcd with thc pCtamp 5.0 
program in thc !>cmi3utom3tic modc. Thc amplitudc hi..,.túgr;.t.m did not c~m ... idcr cvcnts ..... ith an open d..,,.c1l time --:::4 digital points. A total oí 236 cvcnts 
was takcn from 45 ~oí n:cord. and from thcsc. a tot:.il úÍ 53 .... ere u~cd to con .. truct thc histogram. (B) Curren\ tran-;itions al 50 mV from thc samc 
bilaycr aftcr thc cis solution was rcplaccd by a 300-m!\.t NaCl buffer (scc !'l.tatcria\ and !\tcthods). Note that only 47 cvcnts wcrc takcn from 90 s of 
record. and from thcse only two wcrc used by the program to construct thc histogram. (That is. írom a samplc twic:c as long. thcre was a 96% reduction 
in thc amount of e\lcnts.) One of thc two opcnings is shown in the trace. (C) 1-V plot from data as in B. In this bilaycr thc slopc conductance was 53 pS. 
A rcvc.rsal potcntial oí 11 mV was obtaincd taking into acc:ount thc fcw opcnings se.en at positive voltagcs and assuming a linear rc:lation. Pc.rmeability 
ratios wcrc calculatcd írom thc reversa! PQlcntials oí thrcc bilaycrs as in C. v.ith the Goldman equation. An average oí (p..._.)/(P,....·) - 1.0 was 
obtaincd. 

lances (scc abo Table 1 ). Thc closc corrcspondcncc 
bctwccn thc 1ncasurcd reversa\ potcntials and thc thcorct­
ica\ly expcctcd Ncrnst potcntial íor K - ( ~27 mV) indi­
catcs that thc channds are cation sclcctivc. 1n two PE/PS 
bilaycrs. l O m~1 TEA dccrcascd thc 64- and 116-pS slopc 
conductanccs by an average 40':<. BaCl~ al 10 n1~1 
dccreascd thc 64-pS conductancc by 60'.f in onc bi\aycr. 
and in two othcrs. its addition at 16 and 75 mM markcdly 
dccrcasc? thc slope conductancc oí thc incorporatcd 
channcls. Thcsc rc.<;ults are consistcnt with K • channcl 
charactcristics. Thc prcscncc oí K • -sclcctivc channc\s 
was first suggcstcd in thc patch-c1amp study (6). whcrc it 
was íound that Na - was conductcd poorly through thc 
rccordcd channcls. Thcsc rcsults are consistcnt with thc 
weU-known high pcrmcability to K - oí thc ycast plasma 
membranc (3). 

To obtain furthcr iníormation about sclcctivity. wc 
incorporatcd thc channc\s into neutral bilaycrs formcd 
with thc synthctic lipid DiphyPC. which avoids unccrtain­
tics arising from surfacc potcntial ctTccts. Two main 
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conductanccs of 65 and 100 pS '"'ere obtaincd both in 
cxpcri1ncnts pcrformcd undcr sy111mctric 300 mi\1 KCt 
and using thi: u">ua\ 3: 1 KCl gradicnt. as in thc PE/PS 
cx.pcrin"lcnts (not shown). Thc Na·/ K ~ pcrmcability 
r=-itio was studicd undcr biionic conditions (300 mM NaCl 
cis/300 ntM KCI trans, scc Fig. 4) and by mcasuring the 
changc in thc rcvcrsal potcntial produccd by adding NaCl 
to thc cis or trans sidc of bilaycrs containing thc control 
KCl solutions. As shown in Fig. 4. rcplaccmcnt of cis K .... 
íor Na· always produccd a markcd dccrcasc in thc 
frcqucncy oí channcl opcnings al cis-positivc voltagcs 
(íour bilaycrs). This rcsult suggcsts that thc incorporatcd 
ycast channcls discriminatc bctwccn Na - and K .... How­
cvcr. as we always had to dt:al with severa\ currcnt 
amplitudes. in orc.Ícr to gct sorne iníormution about thc 
rclativc pcrmcabilitics. it was assumcd that thc channcls 
did not rcctify. and thc fcw positivc-voltagc transitions 
wcrc takcn into account. In this way. from data oí three 
bilaycrs as that oí Fig. 4 C. a rninimum sclcctivity for K-+­
consistcnt with a (PK.)/(PN.-) - 1 was obtaincd for a 
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51-pS conductance. At this momcnt we cannot establish 
whcther this conductancc corresponds to thc 65- or t 00-
pS transitions found in the contro1 rccords. Finally. it 
must be n1cntioned that the assumption madc to gct an 
cstimate of the permcabi1ity ratios has bccn previously 
used by othcr groups dcaling. with severa) conductance 
systems (21 ). 

The main conductances found in DiphyPC bilayers (65 
and 100 pS) were almos\ identical to thosc most com­
monly found in PE/PS bilaycrs. This rcsult could indicatc 
that the mouths of thesc channds are at a distancc from 
thc mcmbranc interface. such that ionic concentrations 
near them are unaffcctcd by thc surfacc potcntial. How­
evcr. furthcr studics are nécdcd befare anything can be 
said concerning surfacc potcntial cfTccts on conductancc 
or channel gating. Thc two most frcqucnt conductanccs 
found wcre somctirncs incorporatcd into bilayers indcpcn­
dcntly of cach other. This point. along with thc fa.et that 
undcr biionic conditions wc only idcntified one clear 
conductance. suggests that thc two conductanct..a-s bclong 
to ditfercnt channcls rathcr than to difTcrcnt substatcs of 
a single channcl. Finally. it is wonh mcntioning that thc 
asymmctric voltagc response mcntioncd in rclation to Fig. 
1. has not bccn dctcctcd in neutral DiphyPC bi1aycrs. 
Whcther this indicatcs a sclcctive incorporation of thc 
channcls or a lipid-induccd bchavior cannot be asccr­
taincd al this momcnt. 

lncorporation of channcls in modcl mcmbrancs has 
provcd to be uscful in thc charactcrization of channcls 
from cclls and mcmbranc sitcs not acccssiblc to c1cctro­
physiological tcchniqucs. Thc ycast plasma mcmbrane 
presents cnergy-dcpcndl!nl K • carricrs a long with K • and 
prcssurc-scnsitive channcls ,,.·hich cndow thcse cclls with 
a high potassium pcrmcability (4-9). Thc prcscnt work 
shows that thc rcccntly dcscribcd ycast plasma mcmbranc 
channcls (6, 9) are amena ble to be studicd in planar 
bilaycrs. 
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