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RESUMEN

En este trabajo se demusstra, por primera vez, que los
canales idnicos de levaduras pueden ser estudiados en bicapas
lipidicas plaras £aio fijaciasn de voltaje.

LLos T canales registrados presentaron las Siguientes
caracteristicas: 1) en 1a mayoria de los experimentos se
incorpor® m&as de un canal a las bicapas, lo cual sugiere que los
canales se encuentran agrupados Ten racimos. El comportamiento
cinético sugiere, ademas, gue en los racimos la actividad de los
canales Nno es independiente; i) con las solucionres idnicas
empleadas (300 mM KC1 ¢cis/7100 mM KCl trans),las dos conductancias
menores registradas en bicapes de PE/PS::1/1, fueron de 40 v &3
PSS, Y parecen originarse por la actiwvidad de dos canales
diferentes; (1ii) los canales registrados fueron permeables al ‘Kﬂ
con una relacidn de permeabilidades (PKv)/(PN +) de =81 Civ) el
Bab-y el TEA bloquearon a los canaless;: (iv) tanto en bicapas con
irncorporacidn maltiple de canales, como en bicapas con un sS1lo
c3snal, la actividad de estos fus ligeramente dependiente del

voltaje.




SUMMARY

the fusion o¥ purifiesd plasma

the study of yeast

In this work we show that
into plamnar bilayers allows

membramnes of yeast
in most

zhannels.
The properties oFf the recorded chamnels were: €1
cases more than one chanmnnel became incorporated inm the bilayer,
that the channels are distributed in
behavior

this bebhavior suggests
the kinetic

imn the yeast membran=s. Furthermore,

independently;
and they seems to
(111 the

clusters
gate €Cii)d the
40 and &5 pS.

channels;

suggests that the channels do not

main conductances detected were of

of two different

with a8 ratio
%*  and TEA:s v

(P__+> /(P -
= Na

arose from the actiwvity
the

recorded channels were permesble to Kﬁ

the channels were blocked by Ba

of 8; t(iv)
channels were only slightly voltage dependent.



INTRODUCCION

Las cé&lulas ds todos los seres vivos se encuentran delimitadas

por membranas qQue, ademas de separar €1 interior celular del medio

externo vy dividir el

interior en compartimentaos, desempefian una

gran variedad de funciomnes centrales para la wvida celular. Una de

éstas funmnciones, tal vez la mas importante, es la de constituir

una barrera de permeabil idad selectiva tamto para la entrada

como
para la salida de materia de los compartimentos que delimitan.

Las bases estructurales de las membranas que dan lugar a sus
propiedades de permeabil idad son: el interior hidrofsbico de la
bicapa lipidica, que le confiere una permeabilidad basal Y la
presencia, caracteristica para cada membrana, de proteinas que
realizan funciones de transporte de manera selectiva [(1261.

PERMEABILIDAD BASAL DE LAS MEMBRANAS.

€1 interior nidrofdbico de las membranas les confiere una
permeabilidad basal no selectiva para moléculas no polareé 381 v
el agua [37], de acuerdo con la cual una sustancia "k" dada puede
entrar o salir en forma pasiwva (Ax < O0) con un flujo neto "J'" qgue,

en estado estacionario; esta dado por:

- p. o _ ‘
3 = P (C c, 5

La ecuacidn anterior (17 ley de Fick de 1la difusidn 1271,

establece que dada una diferencia de’ comcentraciones "Ck" entre el

exterior "o el interior "i" de un compartimento, el fluljo neto
Y



pasivo (de mayor s menor concentracidn) depende del wvalor

de la
permeabilidad basal "Pk" de la membrana.

P
x

depende de la solubilidad de k em la membrana
con =1

en relacidn
agua “Bk". de su coedTicienmnte de difusidsn en la membrana
"Dk", Yy del grosor de la region hidﬁocarbonada de la
trax",

membréna
de acuerdo con la expresidon (238, 18273
Pk = (DKBk)/Ax

AxXx 2= aproximadamente constante entre distintas membranas; -asi

la permeabilidad basal varia directamente con el producto de Dx
Bk

£381. ElgCQéFicientg de difusidn decrece con =1

Y

velumen -~ molar

de} cgmpges?o €C371. BK varia expomrmencialmente con la diferencia de

Dofeﬁﬁialfqﬁiﬁic? estandar de k (uk°> entre l1la faseh acuosa v ‘ l1a
membfan;,fléﬁj;kde acuerdo comn la siguiente expreéién: )

. ﬁk = exp(—[pgﬁmembraﬁa) - yko(agda)llRT}

Para: compuestos no polares Ap° es negativo; por ejemplo, en la

serie de los alcanos, Ay° es negativo y decrece 1inealmenté con el
nameryo de Atomos de carbeno (130).

AsS, entre moléculas de

tamafno seme jante, la permaabilidad
basal crece e ponencialmente con

la hidrotobicidad del compuesto.
Por otro lado, como el Ayo de moléculas nNidrofilicas
iones, es pasitivo,

como los
la permeabilidad basal hacia estos es musy,

baja, (e.g.. se requiere de un aporte de energia de 230 I para

transferir a un mol de K del agua al

interior de
C723); por tanto,

una membr ana
los flujos pasivas que tienen lugar debido- a 1a
permeabilidad pasal de la membrana estan restringidos, dgﬁ
excepcidn del agua, a moléculas mno polares (37, 38, 18273, A4 por
ello la ecuacion de Fick no toma en cuenta la existencia de



fuerzas eléctricas.

y ern particular los jones, cruzan

Los compuestos hidrotilicos,
les membranas, practicamente sS 1o a traves de las rutas de
perm=abl lidac ssl=sctivae (ver la 1% 2° columnas de la tabla 1.,

donde se dan valores de permeabilidad basal de bicapas lipidicas

hecia iones, en unidades de resistencia eléctrica) .

CANALES IONICOS Y ACARREADORES. ELEMENTOS ESTRUCTURALES DE LA

PERMEABILIDAD SELECTIVA DE MEMBRANAS.

El paso de sustancias hidreofilicas de un compartimenmnto a otro
se da a través de proteinas integrales caracteristicas de cada
membrana. Funcionalmente, lés proteinas de transporte son de dos
tipos a saber: acarreadores vy canales. un acarreador sSe pﬁede
definir como una proteina integral de membranmna con funcisn de
transporte, en la cual el o los sitios de unidn a sus sustratos

estan accesibles en forma altermnada a ambos lados de 1la membrana,

pero no simultéaneamente; en tanto que en un canal los sitios sSon

accesibles de manera simultanea en ambos lados de la membrana

L7631

A diferencia del transporte basal, descrito por la ecuacidn de

Fick, que es poco selectivo, el transporte por canales Y

acarreadores es altamente selectivo. Asi, estas proteinas forman

la base estructural de la permeabilidad selectiva de las membranas

"bioldgicas, que esta dada por la naturaleza de las interacciones
de las proteinas transportadoras con sus sustratos (53, 62].
Una gama muy amplia de sustratos, tanto hidrofilicos como



hidrofébicos, pueden transpor tarse, de maner a selectiva, por
acarreadores. Emn los acarreadores. la seiectividaﬁ, suele medirse
como la concentracion a la que se obtieme la mitad de la velocidad
maxima d= transporte (Km) L2l

A través de los canales principalmente. se mueven iones vy agua.
En condiciomnes fisiolégicas, la mayoria de los

canales
el paso de K™

catalizan
. Na', Cazyﬁy cy” tsS13 ;-aunque su grado de
selectividad es muy wvariable y algurnos poco selectives, como las
porinas de las bacterias, permiten el paso de moiéculas como la
urea e incluso azucares (1351 ——; muchos canales son capaces de
seleccionar fuer temente entre iones de igual valencia, vy cuyo
radio cristalino difiere solo en décimas de angstrom (=2 g., wver la
tabla 1 de la referencia 7a23Y.

La selectividad de 1os canales idnicos se expre2sa en

térmiﬁos
de coeficientes de permeabilidad, o comparando la conductancia del
canal para sus distintos iones permeantes [34, S, 53, 69, 721.
Los coeficientes de permeabilidad se calculan a partir

de l1a
ecuacidn de Goldman [(3a, S23:
P = I (RT/Fz)ey.p<v_nF/RT)/c:K:"— [Kltexp(VmF/RT))

Ern donde F es la constante de Faraday, R 1la constante ‘de los
gases, T es la temperatura absoluta, Vm . es el potencial de
membrana, vy (K]l es la actividad del K*.

En esta expresiéon,

PK estah
dado en la misma forma que en la ecuacidn de Fick,

es decir: Px=
DKBK/Ax, solo que aqui los coeficientes de difusidon .y particidn
somn los del ion en el poro acuoso qQue foéaé el canal (ver mas

abajao) (5S=23.
Una de las hipdtrtesis bajo las que se deriva l1a ecuacidn de



Goldman, es la que en 19252, Hodgkin y Huxley l1lamaron el principio

de independencia [(S5S63: La oportunidad (probabilidad) de gQue un ion

dado cruze la membrana en un intervalo de tiempo dado, es
independienrte de la presencia de otros iomnes. N
cumple el principio’ de

SSlo en los casos en que .se
independencia, coinciden las medidaes de selectiwvidad en términos

de conductancias, con aquellas dadas en términos de coeficientes de

perméabilidad 13, S43.

Actualmente se sabe que el paso de iones a traves VUE. muchos

tipos de canales no se comporta de acuerdo con el . . principio de

independencia [13, 52, S4, . 13<1]. Sin embargo, él caléulo de

coeficientes de permeabilidad a partir de 1la e;uaciéﬁ‘de Goldman,

constituye el puntb de’' partida de todos los ' estudios de
selectividad de los canales idnicos.
CARACTERISTICAS GENERALES DEL. TRANSPORTE POR ACARREADORES b
CANALES.

Tanto los canales comao los acarreadores son proteinas

integrales de las membramnas; ambos son enzimas, yva que catalizan

laceleran) el paso de iones y moléculas (sus sustratos) de un
combartimento a otro, sin afectar el aAG. (el cambio de energia

l1ibre) del proceso [32, 8813.

A diferencia de la difusion simple en que, segun la ecuacidén

de Fick, 1 flujo aumenta linealmente con la concentracicon, el
flujo a través de acarreadores y canales varia en forma compleja
con la concentraciséon, dependiendo del tipo particular de



interaceci®n de la protéina de transporte con los iones o moléculas

Qque se transportan [S543].

Dos caracteristicas funcionales establecen_ la diferencia entre

acarreadgores v canales, la primérs, de caracter energético,
consiste en qQue a través de los canales . los iones se mueven

siempre a favor de su gradiente,e}ecxtpqu;mi;oi(Au < O £s2131, en
taé;o Qque el transporte pDE: acarreador puede ser a favor de
gradiente o pasivo (Au"( OS, o bien en contra de gradiente o
activo (ap > 0) £i1273. L; segﬁnda diferencia es de tipo cinetico:

2l numero de recambio de un canal es

varios drdenes de magni tud
mayor qQue el de un acarreador, y que el de la mayoria de las
enzimas solubles [32, 881 (e)l nNumero de recambio de una enzima se
definme como: el numero de moles de sustrato transformados por

minuto por mol de enzima bajo condiciones $ptimas [1243). A traveés

de un canal pueden pasar de 106 a 109 iones por segundo, lo que

esta muy por encima de l1la velocidad de un acarreador tesl.

ta baja velocidad de transporte a traves de un acarreador

thace Que la corriente eléctrica asociada con este proceso sea

muy
+

pequefia; asi, por ejemplo 1a bomba de Na+— K presenta una

velocidad maxima de 5S40 iones Na™ y 360 iones K+ por segundo a 37

“c [881, lo gue produce un flujo saliente neto de hasta 180

cationes monovalentes por

segundo, esto corresponde a una

corriente de tan =s5lo 1.8 * 10—4pA; este nivel de corriente, esta

muy por debajo del ruido eléctrico de origen térmico que, a 37 °C,
en una resistencia de 1 ™MQ es de (23 PA, a 1 KH=z ci1281. En

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

por un canal es del orden de

picoamperes, lo qQue permite el



registro de esta "corriente unitaria®.

Ur dato que permite comprender la difereﬁcia en las
velocidades de transporte entre acarreadores y canales, e§ el 010
del procssc: el tramsporte por acarreador tieqe un on de 2 a 3.
lo gque sefialae qQque se tiemnen que remontar energias de ~activacién
elevadas; por otro lado, el D“,para el flujo de iones a traves d?
canales és del orden de 1.3 a 1.6, que<;5 como el de la difusisdn
de ijiones en agua CSE,‘BB]. . ’

El Q del flujo por ganéies’y su alta velocidadvde'traﬁsgorté

indican .que,.al' . abrirse, los  camnales: forman  un poro .acuoso a

‘través deli .cual ios.iones‘difunden (se, 881.
METODOS DE ESTUDIO DE LOS CANALES IONICOS
FIJACION DE VOLTAJIE. FUNDAMENTO.

El interior hidrofdbico de la bicapa lipidica, v la presencia

en esta de proteinmnas con funcidn de transpor te, hacen que la
membrana se comporte como un capacitor en . paralelo con una
resistencia. Este comportamiento —modelo RC—- fuée sefiealado por Cole

y Curtis en 1938 [52]); de esta forma la corriente de la membrana a
un tiempo dado I¢(t) esta dada por dos componentes:
ICE)Y = I &) + I ¢t
< r

I es la corriente resistiva, vy Ic es la corriente capacitiwva.
r

H es la suma de las corrientes idnicas que cruzan la membrana en

un tiempo dado:
Ity = E Ij(t)



% es la corriente que transporta el iomnm j. I es la corriente

formada por reacomodos de carga en v a traves de l1a membrana
CLsS21; I: esta dada por:

I ¢t) = C_ = tavsdt)

vc ™m =

Cm es la capacidad eléctrica (capacitancia) de l1la membrana y WV
es el potencial de membrana, de esta manera, la corriente de la
membrana .esta dada por:
I<t) = Cm * (dVv/dt) +~ L Iﬁt)

Durante procesos fisioldgicos comoc em un potencial de accidn,

o durante condiciones experimentales en las que se cambia el
voltaje a una membrana, él potencial de membrana V, cambia decenas
de milivolts en el orden de micro a milisegundos. Por ejempla en
el axén del calamar, L. pealei, el potencial de accidn se produce

con una velocidad maxima de 400 mVY/ms {86l debido a esto, la

corriente capacitiva Ic es tan grande que enmascara a la corriente

resistiva. Entonces, para poder registrar las corrientes idnicas

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

voltaje, de manera que la derivada qQue aparece en Ic se anule.

La fijacidn de voltajle de una membrana, a traves de la cual se

estan dando flujos idnicos netos, se logra mediante un circuito de

retroalimentaci&n negativa. El circuito continuamente reajusta la

corriente, de manera que la membrana permanece a voltaje constante

y se mide 1a corriente idnica. Cole y Marmont desarrollaron este

procedimiento en 1949 v se le conoce como fijacidn de voltaije

£sSa31.
ta implementacidn practica de la fijacidn de wvoltaje depende

del tipo de preparacidn con Que se trabaje (e. g., ver capifulo 2




de la referencia 32): la que se emplea en bicapas

planas se
describira en la seccidn de Materiales y Mé&todos.

t.a fijacidn de voltale fue empleada por primera vez por Cole vy

por Hodgkin, Huxley y Kat:t en 1949 [5231. Posteriormente.

en 19352,
Hodgkin yv Huxley emplearon la fijacidn de voltaje en

su estudio
clasico sobre las bases idnicas del potencial de accidn en el axdn

Qigante del calamar lLoligo pfealed (S6— S<1l.

En dicho estudio
registraron el curso temporal de i1a corriente iGnica bﬁbhedid
(macroscdpica) que pasa a traveés dé la membrana del axédn . a
distintos voltajes.

La estrategia experimental empleada por Hodgkin y Huxley vy

el
modelo matematico que elaboraron, han sido, sin duda alguna, 1a
mayor influencia en los estudios de las corriehtéé iéni;aS' a’
través de canales, tanto a nivel ma:ros:épiéo cﬁmo a ‘ ﬁivel
urnitario (de un solo canal) Cabl, aunque cabe sefialar que Hodgkin
v Huxley nunca emplearocon el té&rmino de canales.

Desde los trabajos de Hodgkin v Huxley, se ha Y se sigue
obteniendo mucha informacidn valiosa mediante el registro de la
corriente promedio (macroscdpica) que fluye a traveés de los
canales de una membrana. Sin embargo, hay toda una série de datos
que no se

pueden obtener facilmente a partir de registros
macroscopicos. Por ejemplos

la conductancia de cada canal, 1a
constante de asociacidn de una 'droga con los canales, o las
constantes de velocidad de’ las distiﬁtas transiciones de los
‘canales etc. La estrategia qﬁgvse siguid en un principio para la

obtencion de este tipo de informacidn, fue el analisis de ruido de
las corrientes macroscdpicas s, 12813. Este enftoque, aunque



fructifero, tiene el inconveniente de Qque proporciona datos que no
se obtienen de manera directa, v son dependientes del modeld
molecular que se}br&poﬁgé. Actualmente se han desarvrollado varias
estrategias qué ﬁérmiten el registro directo de la actividad déAun

solo camal (para una discusidn extensa de las ventajas de los

reglstros,qnitériqsysobre los macroscopicos ver a Colquohun 1981
£241; tambien ver [2, 283). ' -

Uno de‘xlds logros':mas importantés de  las técnicas para
detectar la actividad de un %olo canal,‘es‘que dan la posibilidad

de registrar canales de células y de organelos celulares que no

soNn accesibles con las técnicas electrofisioldgicas clasicas.
METODOS DE REGISTRO DE CANALES UNITARIOS.

Actualmente hay dos métodos de registro de canales unitarioss:
1a incorporacidn de canales en bicapas lipidicas planas b;jo
fijaci®dn de voltaje [30]1, vy el patch-clamp [SOJ.

Las corrientes ionicas a través de un solo canal se observaron
por primera vez en los afios 60s con la técnica de incorporacidn en

bicapas planas.
BICAPAS LIPIDICAS PLANAS,

Existen varios tipos de bicapas fosfolipidicas planas: bicapas
negras (BLN), bicapas formadas por ‘aposicidn de monocapas v
bicapas en la punta del electrodo del patch—clamp c30, 36, 48,

@0, 1223J].



virtualmente libres de sclvente

Tanto las BLN como las formadas por aposicidn de monocapas [=]

(BLLS), se fTorman a traves de umrm
agujero circular de una pared de plastico o de tefldn que separa a
dos compartimentos qQue contienen uns

sclucidn electrolitica dada.
Las BLN se forman pasando por el

agujero de la particidn, un
pincel con una dispersion de lipidos en un solvente organico no
vol&atil, gque us:almente es un alcano de cadena larga, por ejemplo
n—decano. Esta clase de bicapas por :

lo tanto

contiene solvente
organico [30, 1401. El método de fTormacidn de BLN se detalla en la

seccidn de materiales y metodos.

Las BLLS, se forman paor aposicidn de monocapas

lipidicas Qque
vVirtualmente no contienen solvente organico. Primero,

la interftase
aire—liquid§,de'las solucliones electroliticas se deja

por debaljo
del aqujerb'de la particidn. Se pueden Tormar monocapas

de varias maneras en la interftase aire—

lipidicas
partir de

liquido. Por ejemnplo a
un equilibrio espontaneo con los fosfolipidos de
vesiculas de membranas bioldgicas o de liposomas que se adicionen
a las solucianes electroliticas, o bien mediante el depdsito
directo, en la interfase aire-solucidan, gde una dispersidn de
lipidos en un solvente organico volatil como el hexano .

Una
gque se han generado monocapas estables,

vez
se aumenta el
soluciones y, al coincidir

Nnivel de las
apertura de la paréd,

las monocapas de l1a

interfase
se foarma una bicapa (30,

en 1a

%0, 91, 1201.
La tabla 1 (ref. 91) presenta las propiedades

eléctricas de

YTas bicapas lipidicas planas y de las membranas

bicoldgicas.
puede observarse,

Coma
desde el punto de vista eléctrico,

las BLN v las
BLLS difieren en el valor de su capacidad eléctricas;

e=sto se debe

11



a las diferencias de grosor de ambos tipos de membranas.
debido a

Las BLN,
la presencia del solvente organico,

presentan un Qrosor
mayor qgue las BLLS, ¥ por 1o tanrnto tienen una capacidad
especifica menor .

eléctrica
De la misma manera, al estar virtualmente libres
de solvente, las BLLS tienen un grosor semejante

al de las
membranas bioldgicas, Yy 'per lo tanto su capacidad especifica es
similar. La resis£Eﬁciaﬁeiéctrica de las membranas bigiégicas es
menor que la‘ ¢é,_}?s, bicapaé lipidicas planas debido a la
péeséﬁcié, en‘l;srméﬁbrénasrb;olégicas, de

proteirmas capaces de
transportariones.

Tabla 1. Propiedades de bicapas lipidicas (tomada dé la ref 21

Resistencia (2 cm®)

16~ 10° 10°- 10° <10°
Capacidad (puF/cm) .as = |0S -9 = i1 .e~ 1.2
Grosor de la re-— .
g9idn hidrocarbo-— Lz a2 16~ 24
nada (A"
*Grosor medido mediante el(valorAde capacidad..

La aposicidn de monocapas, se pusde 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 [48, 129]1. ta sposicidn se

logra cruzando mas de una vez, con el electrocdo,

a una monocapa

12



lipidica. preformada en la interfase aire-—ligido de una solucidn

electrolitica. La resistencia v capacidad especifica de estas
bicapas es’igual a’ Ya de las BLLS; la diferencia esta en que

debido ‘al-area tan pequefia de la punta del electrodo, los valores

tPtaleé'dé'capaégdad v resistencia de estas membranas s0on mucho
Wméné;esrdﬁéviég‘aeilas BLLS, lo que finalmente se traduce en un
ﬁivel‘maé basgyde ruido eléctrico [30, 48, 1293.

Finalmeﬁfe, cabe sernalar que las bicapas lipidicas

planas, también constituyen una herramienta para el estudio de

bombas ‘i®dnicas (e.g.. referencia Siy.

INCORPORACION DE CANALES EN BICAPAS LIPIDICAS PLANAS. METODO DE

FUSION.

Los canales ionicos presentes en vesiculas de membranas
biol&dgicas, O fraccieones puras de canales reconstituidos en
liposomas pueden incorporarse en bicapas lipsdicas planas. La

incorporaci®n de los canales se puede obtener mediante la fFusidn

de las membranas, Qque presentan los canales, con la bicapa Plana

c2c, 22, 1a21.

Por cornvencidn, al lado de la bicapa al gque se agregan las

vesiculas con los canales, se le denomina el lado cis, "~ al lado

opuesto se le denomina trans. El lado cis es también’ e1 . lado al

cual se aplicae el voltajes; el lado trans se mantiene virtdalmente
. e - :

a tierra £[833.

Para que pueda haber fusidn se reqQuiere qQue: i) las vesiculas

de membrana se adhieran fuertemente a la bicapa planaj esta fase
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se ha denominado estado de prefusidn; 1i) gque haya un flujo neto
dewgggg'ha;iarel interior de las vesicuias Que eatanren estado de
prefusisén. El flujo de aéua hacia el interior de’ "las vesiculas,
hace due;ésﬁas se hin;hen Yy se fusionen con la

bicapa ' plana. 1,
20— 2213.

Cuando se tiene un potencial de superficie negativo ‘€anto en

las wvesiculas como en el lado cis de la " bicapa,

. .de
cationes divalentes al lado ctis Ta;iiiﬁa xiés
vesiculas con la bicapa plana [20, E?]. ~uai' se
favorece manteniendo er agitacion la;édlﬁciéﬁ{dei‘iédnvéié:

Para tener urmn fTlujo neto de,agga vhqagéA : i ) ‘ ‘ {as
vesiculas se sigen los siguientes p%ocgd“miéhﬁqé} )lxﬁa;er el
interior de las wvesiculas hiperosméticp,gféééécté §! 1§  épiﬁcién'
electrolitica del lado ciss i fﬁéﬁéf_iu‘b“ /i;qé!'cis sea

hiperosm&tico respecto del trans; naturalment éété:préduce un

flujo neto de

estrechamente adheridas a la

bicapa._yse ' ? ¥é1§una5 de
ellas, eventualmente, se fusionansg iiisb"ébhpﬁnér illosi dos
procedimientos de arriba €1, 20, 223.

El flujo de agua hacia el interior de las veéiculas es qna
fase indispensable del proceso de fusiéh!»ﬁéd, ”aé; 1421 {(sin
embargo para un dato en direccidn contrariaiyer»1a1referencia 73y .
En cambic, la presencia de cationes divalénﬁégifdsﬁ .uﬁ potencial
de superficie negativo en 1asamembranaé;’ﬁof“doﬁstikuye una fase
indispensabte, aunque =1 ihcremeafgﬁ. Eunsiderablemente la

probabilidad de la fusidn [(2031; ésté 'parece debersé a que el
estado de prefusidn se puede alcanzar de cualquier manera en forma
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espaontanea L1, 2213.

Finalmente, cabe sefialar que algunos Tactores geometricos como
el tamafio promedio de las vesiculas o el nmnumero de bicapas de cada

liposoma no parecen ser parametros relevantes en el proceso de
fusiédn 20, 142)31.
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EL TRANSPORTE DE IONES Y EL POTENCIAL DE MEMBRANA EN LAS LEVADURAS.

El potencial de membrana de las levaduras es generado por

la
expulsi®dn activa de H” a través de

la ATPasa de H' [17, 1223.
L.a existencia de bombas de protones en la membrana plasmatica
de levaduras fue postulada por Pefia en 19272 [981.

Se sabia qQue a2l
adicionar K* al medio en gque se encuentran las levaduras, se
produce un aumento en la velocidad de fermentacidn v de
respiraci®dn de las celulasc Pefia demostrd que el efecto del ™ se
produce s&lo cuando 21 pH del medio es 4cido (alrededor de 4.0) .
También demostrd gue los mismos efectos metabdlicos se pueden
obtener poniendo a las células en un medio sin K’, pero con un pH

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

taﬁto de la adicion de K™ como del pH a2lcalino, se debe a

que en
ambos casos se produce un aumento en los niveles de ADP de las
levaduras. Comn base emn estos resultados, postuld la existencia de

una ATPasa de H en la membrana pPlasmatica.

Las ATPasas generan un
gradiente electroquimico de H';

la entrada de ®* depolariza la

A“H* Y poOr tanto aumenta la
de H  y la hidr&lisis de ATP a pH 43

el medio produce también un

ATPasa do H® [99, 1001.

membrana v disminuye asi el expulsidn

claramente, un pH alcalino en

incremento en el bombeo de HT™ por la

En 1la explicacidn dada por Pefia, tamb i €n se formuld la
hipotesis de que la energia para

la entrada de K' esta dada por el

la entrada de KT ocurre a traveés de
unNn sistema de transporte distinto al de

potencial de membrana, Yy que

la ATPasa de H™ (ya que,

en un medioco con pH alcalino, puede haber expulsisdn de HT sin

Que
haya K" en e1 medio) (98, 1011. i

La hipotesis de que el influjo de KT ocurre por un
transportador distinto a la bpmba de H*, ha recibido apoyo con el
uso de compuestos, camo las alquilguanidinas v el bPromuro dé

s - - - = - - 2
etidio, Qque, a concentraciones bajas, inhiben la entrada de K sin

qQue aparentemente se afecte el

bombes de H° r[102, 1033. Sin
embargo, algunos experimentos realizados con ATPasas de H*
parcialmente purificadas Y reconstituidas en liposomas, han
mostrado que el bombeo de H” esta acoplado al fluijo de K” 136,
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1373,

aungque este punto no ha sido PpPlenamente demos trado,
principalmente por la falta de una preparacion
pura de la ATPasa.

suficientemente

£l POTENCIAL DE MEMBRANA DE LEVADURAS.

El potencial de membrara .de las levaduras' se
estimar tanto en forma

directa,
manera

ha tratado de
con

microelectrodos,
disTribucidn
ragdiactivamente,’

‘coma de
indirecta, a traves de la de :
lipofilicos marcados
fluorescentes.

La

cationes
o de

hoiétulaS'
evaluacidn del potencial de membr ana mediante ;ia
distribucidn emn el equilibrio de iones radiactivos o de mclé;ﬁlas:
fluorescentes, presemnta varios problemas, como saon la 'poéible\
distribucidn de los indicadores en compartimentos intrazelulares,
de los cuales €1 ma&s importante parece ser la

mitocondria .
yva que la diferencia de potencial de la membrana
ser de

L1041,
vacuolar p%rede
tan solo 20 mV, pasitivo en el interior de la vacuola 17,
122); otro de los problemas en este tipo de mediciones es'-la
posibilidad de qQue los iones indicadores se
inespecificos de las celulas,

unan a sitios
como las proteinas, “1as
imternas etc, lo gue ocasiona que la actividad de los
sea menor que

la cancentracidmn medida.

los problemas
inmconvenientes
radiactivos,

membranas

indicadores
Ademas de

menc i omnados arriba, uno de los
mayores en el emnpleo de

es que en l1la mayoria de las levaduras,
iones alcanzar el

cationes lipofilicos
el tiempo qQque
toma a estos
que el wvalor

por 1o

equilibrrio es muy largo,
de Vm calculado no refleja las condiciones
de las cé&lulas. Asi por ejemplo,

repor tado que se

terrafenilfosfonio

iniciales
en Saccharomyces cerewvisiae se ha
requiere de Nnasta 3

horas
(TeP’)

para gque el
alcance el equilibrio L1773, .v en

Endomnyces magnusii, aun desples de 4 horas de imcubacidon , el TFP’-

no se alcanza 2 equilibrar (121; simn embargo en algunas

del ge#neroc Rhrodotorule,

“levaduras

el tiempo de equilibrio tanto del

TRPRT,
como de aniones como el ticcianato (SNCT)Y), es de solo 20 min [&31.
Detido a los problemas menciornados arriba, las medidas de
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iones Jipofilicos radiactivos v

potencial basadas en el empleo de
indicadores

fluorescentes, solo pueden considerarse como
semicuantitativos del potencial (Vm) de las levaduras cyL2, 17,
1223 .

de membrana con microelec trodos

La evaluacidn del potencial
se ha realizado-sdlo en las especies de levaduras de mayor tamafio.
al (registros no

cerevisiae Dobbelmann et.

En Saccharomyces

publicados, comentados por Bakker et. £123) encontraron que no

se pueden registrar potenciales establés con microelectrodos.
valores de potencial de

al

t_La tabla & muestra algunos de los
aungque con

Segun se aprecia,
medido tanto con TPPT como con

concentracion externa
al aumentar

membrana repor tados. diferencias
el valor de Vm >
varia marcadamente con la
la membramrma se hiperpolariza

cuantitativas,

microelectrodos,

de protones. En general

el pH del medio. Una excepcidn es F ol humboldeti en donde Vm

alcanza una hiperpolarizacidn maxima a pH &.0 [&623. Otro de los

factores que determinan el valor de Vm es la concentracison de K.

El aumento en la concentracidén de K* del medio depolariza la
pH como del K* sobre Vm,

membrana (31, 62]. El efecto tanto del
sorn una manifestacidn de la elevada permeabilidad de 1la membrana

aunque con las reservas que
en la tabla 2 se
del

de levaduras hacia estos iones; asi,

imponen las dificultades metodologicas sefialadas,

observa que los valores de vm medidos con microelectrodos son
de Nernst del K {comparar los

potencial

orden de magnitud del
tabla I de la

valores de la tabla 2 de é&ste trabajo, con la
referencia 17).
ElL TRANSPORTE DE POTASIO EN LAS 2ZEVADURAS.

La entrada de K a las levaduras presenta las siguientes

caracteristicas:
a) Se da a travées de al menos dos tipos de. acarreadores, uno de
con Km de 0.5 mM [6]1 (y que historicamente fue’ el
de

baja afinidad,
primer sistema de transporte en el que se utilizd el formalismo
Michaelis—Menten [(273); y otro, descrito recientemente, de alta

afinidad, con Km de 20 ~M [£1101.

18



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

- -

afinidad: k¥ > Re” > €s” > Na” > Li” [s&3.

c) L§ entrada de K', por 21 sistema de baja afinidad, es inhibida
en Torma competitiva por las alqQuilguanidinas y por €1 bromuro de
etidio, sin que esto afecte al bombeo de H” C101—- 1033. Mas aun,
en X. lactis, 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 [183.
ad Los dos sistemas de transporte difieren tamb ien en su

sensibilidad a desacoplantes vy a la temperatura [110, 1113.

e) Los dos sistemas de transporte se activan dependiendo de .. 1la
concentracidédn de K™ del medio, mediante umn ﬁ.prdgeso‘ que
aparentemente no requiere sintesis de proteinas EIlO,; illJ};f Este
punto pone de manifiesto un aspecto importante a tom§r7teéﬁfcuenta
en los estudios de transpor te en levaduras, a ’Séber£: sus
caracteristicas dependen marcadamente de la composicidn del  medio

en que son puestas antes del experimento.

f) Se piensa gue la fuerza directriz para el influjo de 1234 es el
potencial de membrana [1011, ya que desacoplantes, como el DNP,
inhiben la entrada de * a concentraciones en las que el
contenido de ATP no se ve afectado [10i3 Yy, @& mayor potencial de
membrana, mayvor es la entrada de KT r1013. Aunque generalmente se
piensa en la entrada de K como dada a través de un uniportador,
claramente las evidencias anteriocres no pueden descar tar la
existencia de un cotransporte H - K’; mas aun, en atros hongos se
ha demostrado la presencia de dicho cotransporte (112, 1223.

Como se sefiald arriba, aunqgque los valores de potencial de
membrana calculados de la distribucidn de cationes lipofilicos,
result;n demasiado bajos para explicar el Auk+ €171, el Vm medido
con microelectrodos es del ordeq de magni tud requerido, lo que

sugiere que el K se encuentra distribuido pasivamente a traveées de
la membrana plasmatica.

Cuando las cé&lulas, en ausencia de sustratos metabdlicos, son

- < -+
tramsferidas a unmn medio sin K‘, se observa un eflujo neto de K
durante un periodo que va de segundos a minutos. Cuando las
celulas se encuentran fermentande o respirando, todo el w* que
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sali®d 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 Ppasar

. . -
a las levaduras a un medio sin K , debe de darse a traves canales

ionicos, ya gue, como se menciond arriba, &stos catalizan flujos

idnicos pasivos. Las levaduras presentan al menrnos dos clases de

: < + - -
canales ionicos: de [ 4 v canales sensibles a presidn poco

selectives.

LOS CANALES IONICOS DE LAS LEVADURAS.

El1 registro de las corrientes iodnicas a traveées de canales

comenzd, sin que se empleara €1 té&mino de canal, con el estudio

de las bases idnicas de los potenciales de accicdn de celulas

excitables, basicamente en - neuronas v masculos CS231;

posteriormente, con el advenimiento de técnicas de incorporacién

de canales en bicapas lipidicas planas y del patch-clamp,

se ha
hecho evidente Que los canales idnicos también se encuentran en
céelulas no—-—excitables i.e., que no presenrntan potenciales de
accidn; asi se na demostrado la presencia de canales en la
membrana plasmatica de bacterias [15, 80, 1433, de protozoarios
€343, de hongos unicelulares, y de celul as vegetales £93, P41 ;
también se ha demostrado que en los animales la presencia de
canales idnicos no se encuentra restringida a las celulas
excitables, sino que se encuentran en todos los tipos celulares,
Jugando papeles centrales en procesos tanr variados como la

respuesta inmune [7431 o la fecundacidn [292]; mas aun, se sabe que

también se encuentran camnales en membranas de organelos como las

vacuolas, las mitocondrias y el reticulo endoplasmico ca23, 118,
132, 1383..

Ern las levaduras, a finales de 198&, baciendo patch—-clamp a2
protoplastos, se reportd la existencia de canales de K" en su
membrana plasmatica Lasd. Empleando la misma
posteriormente,

tecenica,
s reportd qQue también presentan canales sensibles
a presiédn poco selectivos [471. Los canales idnicos de la membrana

plasmatica han sido ya incorporados a bicapas lipidicas negras
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Lta3— 4513 con el empleo de esta ultima estrategia,
reportado la presencia de canales en la

también se
membrana
€131, 1383.

ha
de .la vacuola

Haciendo patch-clamp de protoplastos,

se ha reportado que los
canales de K de la membrana plasmatica de las levaduras presentan
las siguientes caracteristicas (a6d:
a)d

La conductancia unitaria de la tramsicidn mas pequefia es de 20—
27 pS, en soluciones simétricas de KC1l
[=10}

120 mM a pH 7.2,
Al réemplazar a

a 20 °c.
100 mM de KC1l por 100 mM de NaCl,
poco la conductancia unitaria,

se reduce

un
vy 1 potermcial de inversidn (Z. &, ,
el valor de potencial enr el que la corrienmnte vale cero? se
desplaza a S mV del nuevo potencial de Nernst del K’, lo que
significa que los canales seleccionan al w* sobre el Na’; sin
embargo, mo se dio explicitamente el

relativa de estos
c)

valor de la permeabilidad
iones. ’

En la configuracidn de "“célula completa”
macroscodpicas al depolarizar

hiperpolarizada, también se observan
inmrestables v, por ello,

d) E1 TEA 20 mM,

se observan corrientes

la membrana. Cuando la membrana es
corrientes
mno fueron caracterizadas.

Yy el BaClz 10 mM

pero estas sSon

s aplicados al medio externo,
bloquean la corriente activada por depolarizacidn,

lo cual es otra
indicacidn de que la corriemnte es transportada por canales
t7—-103.

Este efecto se reportd,

de w”
en 21 caso de la adicidn de TEA,
sSlo a nivel de corrientes macroscdpicas i.e., 81 bloqueo no se
caracteriz® a nivel unitario. El blogqueco por bario solo fu&s
mencionado.
e) Aunque el efecto rno se ha mostrado,
de k"

se menciona que los canales
se bloquean completamente con concentraciones altas de cs"
(170 mMtM) . .

) Se menc{oné Que la adicidn de 10 mM de CaClz al medio
o wvariaciones en el ca®"

externo,
interno entre O.1 (™M yv 10 oM no tuvieron
ningun efecto, lo que sugiere que estos canales no son

requlados

por ca®". - :

g9) Cuando en el modo de célula completa se aplican voltajes por
arriba de 40 mV, la corriente macroscdpica de un pico inicial se
relaja, en el orden de segundos,

a un estado en el que es posible

21



observar las transiciones individuales de los canales;

estado alterna con periodos en los Qque
“*inactivados".

este ultimo
todos los canales estan
n) La corriente activada por depolarizacidn fluctua
“flickering™). . )

La mutacicon pmael—105S produce c£lulas de -

muy
répidamente (presenta

i)

S... cerevisiae, que
presentan una reduccidn de un &S% en su actividad de ATPasa,
variacion en el pH Sptimo de la enzima, en  la Km para el ATP, Y
disminucidn de la sensibilidad a la inhibicidn ﬁof vénadato; la
mutacidn afecta a la ATPasa en una regisén localizada a 10
aminoacidos de su sitio de fosforilaciédn. En estas mutantes los
canales de K son activados por ATP, asi al agregar ATP €10 ,.M-—

1mM) se observa que "la regidn de voltaje de actividad intensa de
los canales, se desplaza hacia voltajes menores a

medida quef_ia
concentracidn de ATP del medio aumenta" Ci1i071. 1 ATP ,LNZ mM -
desplaza la curva de probabilidad de apertura, en jale) mV , hacia

valores menores de potencial. Debido a lo dificil que resultég el
poder analizar las transiciones de un sédlo canal, la proﬁébiiidéﬂ
de apertura se tuvo gque calcular haciendo analisis de ruido, Eajo
la hipdtesis de que los canales presentan 2 estados cerrados Yy uno
abierto €1071.

3 Los canales sensibles a ATP se activan tanto por
depolarizaciones como peor hiperpolarizaciones mayores a 100 mV
£10713.

k) Los canales sensibles a ATP se bloquean con 20 M de DCCD €T1073

Los canales sensibles a presion

presentan las siguientes
propiedades ca71:

a) La conductancia de la transicidn mas pequerfia es

de 36 PSS en
CsCl 170 @M a pH de 7.2. . T
=] La secuencia de_ permeabilidad (ﬁ@h/Pc-ﬂ para cationes
monovalentes es: K (1.09) > Rb” (0.921) > Na¥ (0.75) > Li*" (0.4a2).
c) La secuenéié de permeabiiidad- (Pkm/chﬂ para cationes
divalentes es: Ba®" (0.76) > ca®"  (0o.34) > mg? <(o.463 > co**
(0.32) .
d)>

La secuencia de permeabilidad (Pk"/Pc +) para aniones es:
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-1 €1.37) > .Br  (1.09) > Cl1  (€0.63) > F_ (0.57) > BGlu (0.07).

e) Los canales son bloQueados desde el interior por Gadolinio 10
pM. N o o
f) Los canales son regulados por la tensidn de la membrana, mas
que por la:presién. v presentan ;adépfacién {desensibilicacidn)
en func;én ‘del voltaje- ‘ L ‘ -

Los canales de la vacuola.. de | 'S." cerevisice tienen las
'sxgulentes caracterist;:as E131,11383‘””

a) La conductancia un1tar1a es de 435 pPS. en soluciones simétricas
de KC1 300 mM o con 300 mM de KClien cis 'y 100 mM de KC1 en trans,
a pH 7.2.

b)Y La selectividad (P“”KPK+) de estos canales es:

cs™ ¢1.02) > Na¥ (0.78) > Li* (o.72).

c) La conductancia relativa de la corriente macroscdpica muestra
urn maximo a -30 mV; es decir, a un valor que aproximadamente

corresponde de la membrana vacuolar.

al potencial normal

d) Los canales de la vacuocla sédlo se abren cuando hay Caz*, en el
orden de milimolar, emn el lado que corresponde al citoplaéma . de
las células.

Unrno de los aspectos gue llama la atencidn de los trabajos
publicados sobre canales de levaduras, es lo dificil que ha
resul tado obtener registros de canales Ganicos. Esto se ha

traducido en que, hasta ahora, nmno se ha podido estudiar en detalle
mi la cin&stica, ni la farmacologia, ni la dependencia del voltaje
de estos canales

{la unica curva reportada de propabilidad de
apertura en furncidn del voltaje, se obtuvo con analisis de ruido
C1073)>. Asi no es exagerado decir gue todavia nos encontraﬁos en
la fase inicial de la caracterizacidn de sus propiedades
bxof151ca5-

Por lo que se refxere al papel fisinlégiéo que tienen los
canales en los hongos en general, v en las levaduras en
particular, cabe sefialar que hasta antes de la aparicison del

Primér reporte sobre los canales de levaduras bhace & afros Casl,
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todos los flujos de iones, Yy . en particular del

interpretaron generalmente 2n funcidn de
para iones L1713

potasio, se

la operacicodn de permeasas

por la qQque aurn no se sabe cual es el papel
fisiologico de los canales en este tipo de organismos.

Este trabajo representa 21 inicio del estudioc de los canales
de 1la membrana plasmatica de levaduras, mediante un entogue
alternativo v complementario al del patch-clamp, mediante la
incorporacidn de los canales a biCapaSAlipidicas megras [43- 453.
Tabla 2. Potencial de membrana plasmatica de levaduras.*
especie metodo de medida iR mv: | # ref
E. magnusii- . mi;roeiectrodoé ‘in” a s —1%0. . 12

’ T : o1 H7lo —a7s
Tep* o 1 Tuls Zes
. OUY 7.0 —123
P. Rhumboldtix micr&electrodos o.1 4.0 —3%9 &2
) o.1 &0 -S1
0.1 8.0 —30
R. gracilis ; TTPPT o.o0 4.5 >—10 63
HLS -935
8.0 —156
S. cerevisice PP" 0.0 4.5 -S56 . .17
0.0 7.0 -82
200.0 4.5 -3S




MATERI ALES ¥ METODOS

Para lp; experimentos con bicapas planas, se trabajd con la
cepa silvestre de l1la levadura Saccharomyces cerevisiae, XT300.3A,
v con 1a~ cepé mutante PC-X; una mutante deficiente en el
'trahébof&e de K"dg alta afinidad [(1081. Para medir el transporte
de aminuaéidog, se trabajcd con la cepa XT300.3A v cé% levadura
obtenida comercialmente (LLa Azteca S. A., Mé&xico D. Fo.

Los reactivos utilizados saon de grado analitico. Todas las
solucicnes emplead?s en los experimentos con bicapas, se
pPrepararon con agua bidéSEilada Yy desionizada, ¥y sé filtréfon a
través de filtros de .22 pm (Millipore/Continenéai &ater Systems,

Bedford, MA). Las bicapas planas se formaron céh lipidos puros

obtenidos comercialmente (Avanti Polar Lipids, Birmingham, AL).
PREPARACION DE LOS ELECTRODOS

Se emplearon electrodos de plata/cloryro de plata. tos
electrodos se hicieron de alambre de plata (Goodfellow Metals) de
1 mm de diadmetro y alrededor de S cm de largo. E1 alambre de plata
se colocd durante un minimo de dos horas en una solucidn saturada
de hipoclorito de calcio (Cloralex., Méexico, D.F>. Una vez
clorurados, los electrodos se colocaron en una punta para pipeta

Gilson de 200 ul, con Agar al 4% (w/v) en KC1 1M, . . .

PREPARACION DE MEMBRANA PLASMATICA DE LEVADURAS
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La membrana plasmatica de las levaduras se obtuvo mediante

modificaciones del método de Franmnzusoff v Cirillo L4031,

previamente implementado en nuestro laboratorio €123 (la uanica
diferencia s qQue 1la fase de sonicacidn se elimind por los
resultados mostrados en la referencia 97). Con el objeto de tener

un gradiente osmStico adecuado para la fusidnm con la bicapa plana,
los fragmentos de membrana plasmatica, se sonicaron durante 2 min
a O °C con Sacarosa 700 mM (concentraci®on final) c20, 22, 14231. La

preparacion de membramnas en sacarosa se dividid en aliciiotas ‘de 25

o

1y se mantuvo a —-70 c hasta el momento de usarseé‘ las

preparaciones empleadas nunca tuvieron mas de S meses de estar
congeladas, durante ese intervalo de tiempo, nmno se observd ninguna

diferencia entre las alicuotas de membranas.
FORMACION DE BICAPAS LIPIDICAS PFPLANAS.

Las bicapas lipidicas negras se formaromn con una mezcla uno a
uno de fTosfatidiletanolamina (PE)Y y fosfatidilserina (PS), o con
el lipido sintético neutro, difitarncilfosfatidilcolina (DiphyPC),
dispersos en n—decano a una concentracidn de 20 mg/ml [F53.

‘Las bicapas planas se formaron sobre el agujero de un plastico
(Saramn Wrap, Dow Chemical Co., Indianapolis, IA). Se emplearon .
agujeros con un diametro entre 200 v 300 m. tos agujeros se

fFformaron mediante el paso de una'chispa generada por una bobina de
aqzomévil al conectarse a una bateria de 12 V, de acuerdo con lo
descrito por Hartshorn et al [491. Una vez hecho el agujero, el

plastico se colocd separando a dos compartimentos de Teflon de 400
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»l cada uno.

Previamente a la formacidn de cada bi;;pa, l1a caja de téflén,
con su plastico ya instalédn, se lave con distintos solventes, en
el siguiente Drden:__ agua dés;onizada; etanol; metanol,
cloroformo/metarnol: 1/1, cloroformo, ‘acgtona’y ‘Rexanoc. Despuéss de
lavada la camara, la dispersiédn de lipidos‘léé aplicd  sobre él

agujero del plastico, con un pincel de peio*ﬁe camello (# 0), 'y se
passd una corriente de N2 durante 3 min‘béfa”?E/PS;”b S hin‘ para
- DiphyPC, a esta fase se le conoce édﬁofﬁrétﬁa?ahfénto Ca9l.

Después” del - pretratamiento; ', se ra ‘colocar las
solucionesfdé;ttabajo en los compart a camara.. A : menos

quevatra;coséfse indique, la solucian 1.lado trans fue: 100 mM
KCL, "0.1 mM CaCi_, 10 mM HEPES—KOH " pH 8.0 15 .soluci®n del lado

cis fue: la misma, excepto qQue la'con:éntracién de KC1 fue de

300
mM.

Una vez que se aplicaron las soluciones electroliticas en
ambos compartimentos de la camara, &sta se conectd al sistema
el&ctrico de registro mediante los electrodas; Y se aplicse l1a
dispersidn de lipidos sobre el agujero del plastico, con un
capilar de vidrio al que previamente se le redonded la punta con
fuego. La formacidn de la bicapé se monitored midiendo sSu

capacidad eléctrica, a partir de la corriente capacitiva générada

mediante la aplicaci®n de un pulso cuadrado de 1 myv

(ver tabla
1), mediante la ecuacicon [F11: . - -
"Cm = (1/aV) [ Ie dt

Ic es la corriente capacitiva y AV es el voltaje aplicado 1
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mVv) .

Una ve% formada la bicapa, é¢sta se dejd sin perturbar durante
10 min._Pasado ese tiempo se aplicaromn pulsos de 100 mYV durante
30 segundos. Se emplearon sdlo aguellas bicapas gque no mostraron
cambios en su resistencia durante 1la aplica:;én de los pulsos. Una

vezs hecho &ésto, se procedid a agregar-las membranas en el . lado. cis

de  1la bicapa.

Usualmente se obtuvo - incorporacidén de canaies en
aproximadamente el 30% de las'blcapas, ¥ esta ocurrid entre 1 ‘y
1280 mxnutos despuds ‘de la pr1méra ad:c1én ‘de. méﬁbréhaé-  En cada
adlcxén se agregé g Hg de proteina. Generalmenteirsé:’e?ectué un

maximo de 3 adicionesfde'membtanas.
SISTEMA DE REGISTRO

El sistema de registré consistid de €3, 41: un :generador de
pulsos conectade ai electrodo . del lado cis % un transductor
corriente—~veoltaje (OPA 111A, Burr—Brown) conectado al elecprodo de
trans. La ganancia del transductor es de 10" (i.e 10 mV/pAY . La
sélida del transductor se comnectd a un acelerador de frequencias
altas (high frequency booster). La salida del "booster" se conecta

simultéﬁeamente, a la. entrada de un osciloscopio (Hitachi v-222):y

a hn procesador digital de audio modificado (PCM-—-1 Digital
VCR-Instrumentation Recorder Adaptor, Medical Systems Cprp-

Greenvale N.Y) con el que se grabd la sefial en video-cassettes T L3
(Video Cassette Recorder SL-S380, SONY) [16].

Para su analisis, los registros se filtraron (a menos. que otra
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cosa s2 indique) a 800 Hz (punto a —3 db) con un filtro Bessel de

8 poles (744PL—3, Frequency Dewvices Inc. Haverhill, MA)Y, Y se
digitalizaron (a menos gue otra cosa se indique) tomando un punto

cada SO0 pus. El analisis se efectud con el programa p—clamp 4.5 Y

S.5. En la construccion de

los histogramas de amplitud, las

tramsiciones con duracién al pico menor a 1 ms fueron descartadas.

Los histogramas de corriente,

v la impresidn de algunas de ias
figuras se hicieron con el programa “Canal®” [75).

El generador de pulsné, el transductor corriente4Qoltaje Yy el
acelerador de frequencxas altas que se emplearun en la mayarla ﬁde'
los experimentos, fueron cohstru1dos comnvpaf'e de este —trabaso-,
Hacia el fimnal del proyecto tamblén se armébun él que ;»ée

adiciond una ganancia varlable Y. un~"offset La Gltxma parte del

trabajo se rea11zé con un ampllfxcadorvbagan modeln 3900, con. | el
médulo de expan51én 3910
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RESULTADOS

CARACTERISTICAS GENERALES DE  PERMEACION DE

Los CANALES
LEVADURAS EN BICAPAS LIPIDICAS NEGRAS.

En la figura 1A, se muestran las 'f1Qctuaqionés ‘de . corriente
producidas porila apertura.. :

membrana

PE/PS & %40 mv

figura - puede

correspondiente

lo'que el hjstogrgﬂafde amplitud
de

“muestra. varios maximos. La presencia
de

orriente parece deberse a la ‘incorporacidn
de -

que a la existencia de distintos subestados
de .

apertura de un solo canal (ver mas abajo). Esta incorporacidén
masiva de canales se obtuvo tantog con membr anas de la cepa
silvestre, como con la cepa mutante PC1L,

Y se presentd adan en
bicapas en las gque se procedid a disipar el gradiente osmdtico,
por lo tanto a detener

las

la fusidn ceo—-22, 142137 inmediatamente
despuss de que se manifestd la incorporacidn de canales.

-+~
Los canales de ambas cepas sSon permeables al K s esta
conclusidn se desprende de dos observaciones:

ad a .o mV la
corviente corresﬁonde al paso de cationes de cis a trans (ver fig
3),. vy dado que hay un gradiente de 3 a 1 de KC1 en cis r;sﬁecto de

trans, 1 iomn que esta transportando esa corriente es ei; K'; )
como se muestra en las tablas 1 vy 2, el potencial’de inversion de
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Figura 1. Corrientes idnicas a través de canales de levaduras. (A)

Fluctuaciones de corriente producidas por la apertura y cierre de

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

formada a partir de la mezcla PE/PS:1/1. Las soluciones de trabaljo

fueron en milimolar: cis. 300 KC1, .1 CaClz, 10 Hepes-KOH pH 8.0.

traonas: 100 KC1i, -1 CaClz, 10 Hepes—-KOH pH 8.0. tas lineas

punteadas corresponden al nivel cero de corriente. (B) Histograma_

de amplitud de caorriente del experimento mostrado en A, los
nameros son los valores de conductancia correspondientes a los
picos de corriente en el histograma.

31






Tabla 1. Informaci®én estadistica de los registros de canales de la

cepa silvestre Xt300.3a. tos potenciales de inversidn (Erev) de

cada conductancia«(vr), se - midieron 'comn un gradiente 3:1 de KC1 en
las bicapas';PE:/F?S,‘,y. en KC1 simétrico en las bicapas DiphyPC.

7 (pS) Erev - (mV) % bicapas

60 .0

* 9.3 . 1.3 % 1.6 BO.O

"3
P
n
1+
0 .

i)
|

N
"
1]
1+
[

5701 {156.0. .+ 8.5 0.9 £ 0.5 29.0

W
n
N
It
W
0
0]
L
-
*
¢}
1+
]
-
n
9
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Tabla 2. Conductancia v potenciales de

inversion, de las
corrienteswipnicas mds pequeﬁ;s, de canales de la cepa PC1.
tos valpfésraé:CQunctancia, se obtuvieron de la pendieﬁtertéer ia
'graficé fFvuéo" éépbndiente. Las condiciones_fexﬁeri@éhtéies sSon

135 mi5ha5’qegia'fig 1, excepto que se trabéjé ;oh'membfaﬁés de la
cepa PC1

El. potencial de Nernst del K es de .—27.5 mV.

3

promedio * s

- - - - - . - -
Las corrientes se midieron a mano, tomandose el promedio de

por
le " menos S valores para cada punto de la . carva I-V
coﬁréﬁpondiente.'lns valores de corriente se calcularon de los

picos de los histogramas de amplitud, obtenidos cpﬁ el pclamp 40S.
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las distintas conductancias es muy cercano al potencial de

i Nernst
para el K" las diferenciaé observadas.. . pueden ,:deberse Ea
variaciones en la concentracidn real de K’ producxdas durante el
“tiempo de forma:xén de-1a5 b;capas, :omc lo demuestra‘ ifq@é ’Vias
desv;ac:ones no. son sxstematxcas{ como seria de esperarse R

=i "los
canales fueran ta

1éq perm ablesla otro

e los iones presentéé.
Erm la tabla 1 =Y

de condu:tancxa' encontrados~

con maynr frecuenc a en =] cap 5 con carga negatxva neta.

(PE/PS) R4

en bicapas fnrmadas conle

1Lp1do,neutro D;phyPC a las’” se

fusionaron membrénas uras de la cepa XT300.3A. Loé valofeé
de conductancia se obtuvi

© de la pend:ente de curvas’ I—V de por
lo menos S bicapas,~;16$‘vpunt05 de cada

curwva  I-V fueron el
promedio de al menos. .S alores.

Aunque en la ,tabla~*i,7135, :anductan:ia5 ‘mayofes a 65 \pS
aparecen como laéwmasﬂfréCuentes, esto parece deberse a que en la
mayoria de 1a§‘biC$pa§'$é incorpor® mas de un canal, de 40 o &5 pS
o ambos, v 1a;suﬁé'de‘la corriente que pasa por todos ellos da
lugar a }as conductancias mayores a 65 pS (ver mas abajo).

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

mas comunes hasta atora incorporadas,
empleando membranas de la cepa XT300.3A t.e., 40 Y 65 pPS (ver
tabla 1). En la figura 2 aparecen graficados wvalores obtenidos fdé
& bicapas (aunque pﬁa:ticamente,

en la mayoria de las bicapas | se
han encontrado una u:otra o -ambas conductancias),

por. . lo
de corriente tan%o

tienen valores

a voltajes positivosﬁ9

como a

rnegativos., Sin embargo, en muchas bicapas, los Canales '5610

abrian. al aplicar voltajes positivos en cis, y en una ocasxén,“



Figura 2. Curvas I-V de los dos niveles de apertura mas pequefios y
comunes, encontrados en la cepa XT300.3A. Las condiciones
éxperimentales son como en la figura 1. La curva de los canales de

&4 pS, se obtuvo del promedio de 1los datos de & bicapas, la de los

canales de 40 pS, se obtuvo del promedio de £ bicapas; en cada
bicapa se midieron por lo menos S valores de carriente a cada
voltaje, para cada una de las dos conductancias. La desviacidon

estandar es menor del 104 en cada punto.
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que =1-3 1ncorpor6 un solo canal catidnico de 40 ps,
abrxa a voltaaes neqatxvos.

&ste ssH10 Sse

Esta 351metr1a en la respuesta al
voltq:g»?és” congruente can los resultados reportados con
patcheé)émp' dcndezééio se veﬁ ‘ccrrientes al depolarizar 1a
hembhéng*thel. Prcbablemente las b:capas en las Qque se

observaron
posxtxvos "ccmo

a negativos, tenian
mat alternada. .o~ datos obtenidos en
ener.una mejor estimacidn del

ccnductancxa

tambxén arrxba

o~ {ver
e s los
nxveles de corr ente eran aproxxmadamente multxplos del nxvel 'céﬁ
canductanc1a de 65 pS, segln  se muestra en la figura 3. Cnmo  ‘én
algunas ccasiones observamas transiciones de canal un:tério erf
mas abajo), Yy en éstas no se observe mas de un nivel de
de 635 pSs,

:orr1énte

2l experimento de la figura 3 sugiere que

Apresencxa
mas de.un canal a las bicapas,

Y no a 1a ex15tencxa
subestados de apertura:de qﬁ solo ‘canal.
Hasta arnora;

la
de niveles multiples de cnnductancla se debe a ta 1ncor orac én de

varios

cébé"PCl,-no
cUya curwval I-\

Se

[~ ndxente

:actiVidad
de

1ent
De cuayquie

1nfurmac16n
momentg;

”queivtenemos_ hasta ecte
ésa es 1a mayor diferencxa que hemos encontrado entre las

36
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Figura 3.
todas las
corriente

corriente

Aperturas de canales de la cepa PC1l .a ©

mVv . Note como
aperturés son aproximadamente maltiplos del Nivel de
de 2 pA (72 pS?, lo cual sugiere que los Nniveles de
mayores

varios canales de

de un s&Slo canal.

a 2 pA corresponden a la suma de la actividad de

72 pS, Y no a distintos subestados

de

apertura

Condiciomes experimentales como en la figura 1.
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dos cepas.
Con el objeto de -obtener mayor informacidn acerca de la
selectividad de los canales, se tratd de determinar 1la relacisen. de

permeabilidad del Na” al K*, en experimentos biidnicos con cahé;és

incorporados en bicapas lipidicas neutras (DiphyPC);i Eﬁi
experimentos aun cuando la bicapa se form® con 1lipidos n?dt.

mantuve el CaCl, 100 4M en las soluciones de ambos<compartiMéhydsg

= = a -+~ N 5 3 ; B
pues existen evidencias de qgue los canales de K- - ren

cationes divalentes para . poderse cerrar y mantener su .selectividad

C113].

En. los experfméﬁtpsfsiiﬁnicqé,4con e1 6b5et§vaé;ﬁdenfific$r a
aléuna\de’lasjéoh?édtéh;iégJaasfco@qneéj(tabiafi); priméfc se tﬁmé
una'curvs f;V c&ntfﬁl'éon'soluciénés’Simétriaas dé KC} SOOF mM, v
luego“se procedid a cambiar la sblchéﬁ'de cié por el mismo buffer
que en Lrahs solo que con 300 mM fdé Nacl en Qez de KC1l. AEn‘
condiciones biionicas, se tomd otr; CurQa I-v. Como al realizar

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

L . . . -+ N
se supuso que los canales no rectifican al reemplazar al K por .el

Na*, Y Su permeabilidad relativa,‘se obtuvq :d?¥

inversion (Erev) de las curJas I—V;venrcondicione"

tenian una conductancia semejante.a’ la.de

se obtuvo mediante la-form ‘espohﬂiépté 7de,

Goldman:
T (PK)((PNQ), >:4E'X|:I’(Fr Erev/RT)Y -

En la figura A’C;‘ée I-v en ‘condiciones
biiOnicas, obtenida dé1 bromedjb”dé 3 bicapas, la pendiente de 1la

recta es de S1 pS Y éé‘asLerpresentativa de la conductaﬁcia'QE 655
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Figura 4. Corrientes idénicas de canales de la cepa.

silvestre en
condiciones biidnicas. Las condiciones experimentales sons ciss
300 mM NaCl, .1 mM CaClz, 10 mM Hepes— NaOH pH 8.0; trans: 264 m
KCl, .1 mM CaClz, 10 mM Hepes—KOH pH 8.0. <A Histograma de
amplitud de corriente en el control con KCl1 300 mM en cis (ver el
textod). -(B) Histograma de amplitud despues de reemplazar el KCl de
cis por NaCl, ndtese la reduccidn en el numero de aperturas (ver
Discusidn). (C) curva I-VY de 3 bicapas como en B, el potencial de

inversidn es de 11 mV, lo que da: (PLY/CP, ) = 2.
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PS presente en los controles. E1 potencial de inversién calculado

fue de 11 mV, lo ' que da:s (Pk)/(PNa) = E,‘para los canales de &3
pS.

Losfreéultaaos;aiscutidos.arfiba demgesttan'que los canales de
la ) ,plasmat1ca vde“

membrana,

1evaduras ncorporados en bicapas

en nuestras

de &S "pS
congrueﬁte con
las ' levaduras

VEFECTO DE BLOQUEADORES DE CANALES DE POTASIO SOBRE LOS CANALES DE
I_EVADUIZAS.‘

‘'Dado '‘que. los canales incorporados a las bicapas son permeables

-+ = s s
al K', para recabar mas informacidn acerca de sus propiedades,

se
prneedié a agregar los bloqueadores de canales de K*, TEA
(tetraetilamonio) y Ba®' £7- 10, S&, 11463.

ta figura S muestra Qque la adicidn de BaClz, a una bicapas
con muchos canales, resultd en una marcada disminucidn en 155
niveles de corriente a 40 mV; un efecto similar se observd en

todos .1los wvoltajes, &sto se demuestra en la figura &6, en la que se

que se grafica“el ﬁivel maximo de corriente a cada voltaje antes vy
después de la‘adicidn de BaCl

2 Un efecto similar al mostrado en

las fxguras’5 y 6 se observed en =] experikentos.

La f1gura 7 muestra que l1la adicidén de TEA a bicapas con muchos

canales produao sSlo una ligera reducidn en los niveles de
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Figura S.
Tiempo de
control. a
obedece a

Tiempo de

de la adlcxén

Efecto del Baz*>sobre los canales de

levaduras. (¥
permanencxa ‘delos Nniveles de corriente. presehtes en el
40 - mV. Laf:presencza de varios n1ve1e5 de
ia c

B corr‘ iente
1n:orporac1¢n multxple de canales a. 1a bxcapa (B>
permanenc ‘ar de los niveles de corr:ente a 40 mV,

‘despudes

a ambos lados de la b;capa. Notese
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Figu\fa &. Bloqueo de los canales de levaduras por Baz

Curvas de -
la corriente -maxima en: funcidn del voltaje del -experimento de

1a
figura 5. La corriente T maxima a cada voltaje se obtuvo de
hiétogramas como ’105 de la ;Figura S. Notese la disminucidn en . 1a
corriente producidart{:drb 1a” adici®dn de Ba®". Un efecto similar se
observé en S experimentos. »
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Figura 7.Efecto del TEA sobre los canales de 1évahuras.,(a) Tiempo

de permanencia de l1os niveles de coriente en el control a

40 mV.
a presencia de varios Niveles de

‘corriente obedece a la
incorporacidn maltiple de canales a la bicapa. (B) Tiempo de
permanencia de los niveles de corriente a 40 mV,'ﬂaegpué§V~dé la
adicién de 20 mM de TEA a ambos lados de la- bicéﬁa};}ﬁéfesérf la
disminucid®dn en la corriente producida por la adicidon de;,TEA;~ Un
efecto similar se observd en 3 experimentos. ' Vi :
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Figura 8. Bloqueo de los canales de levaduras por TEA.

" .Curvas de
la corriente maAxima en funcién del voltaijie del experimento de A l1a
fiéura 7. La  corriente maxima a cada voltaje se obtuvo de
histogramas . como los de la figura 7. NStese la disminucidn en la
corriente producida por el TEA. Un efecto similar se obtuvo en 3
experihentos: -
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corriente a 40 mV; un efecto similar se observe en todos los

vcltajes, ésto se. demuestra en lé.figuﬁa: ,Se grafzca

el n1vel ma"‘ la

que se 1ncorporan a las

demuestta'

'éohibloquéados

bicapas,. ﬂ(ver la d:scusxén).

preclan - claramente . lds

(1, 2y a trazos), y estos ;alternan

actividad de los canalesv‘se'»vuelve

con perloqcs 'én ‘que
_"inténsa"*(tercér fr§ébfen7ia figura 1A), de forma tal que 1n6 es
posible diétiﬁguir yrlagbv fluctuaciones 1nd1v1dua1e5 ‘ de
conductancia. Estos dos. mndos de actividad alternan a su Vez con

periodos en los que no hay aperturas de ningun canal,- durante por

la menos 250 ms; este :omportam;ento coman - a la mayoria de las

-bicapas con 1ncorporac16n cltxple de canales, . se ,11u5tra con

mayDr claridad en laﬁfxgura 9

DEPENDENCIA DEL VOLTAJE, EN BICAPAS CON INCORPORACION MULTIPLE DE

CANALES. .
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Figura 9. Fluctuaciones de

corriente a —60 mv. Note
actividad de 1los

como la
canales se divide

en Periodos de actiwvidad
periodos con cierres simultaneos

actividad intermedia ("mormal®) .

intensa, largos v per iodos de

Condiciones experimentales: cis.-—

300 mM KC1, O.1 mM CaClz, 10 mM Hepes-K, pH B. trans.— 100mh KC1,
0.1 mM CaClz, 10 mM Hepes-K, pH 8. Bicapa PE/PS::1/1. NS tese la
escala de tiempo. La letra "c'" sefiala el nivel de cero corriente.
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Una forma de estudiar la voltaje-dependencia de los canales

responsables de una corriente macroscdpica dada, es hacer ’ una
grafica de conductancia relativa de la corriente al pico en
funcién del voltaje, [S2]1. Asi, aunque en nuestro caso no ‘-tenernos
estrictamente corrientes macroscdpicas,’ decidimos hacer “Téste

analisis midiemdo la conductancia de la corriente maxima a cada

voltaje. En la fig. 10 se muestra la conductancxa relatlva,ren"el

instante en que 1la corrxente es. maxlma,'en fun:1én del voltaJe. En

la figura 10 se puede observar que"

poco activadosj; - en coﬂcordancxa con esto cabe de:lr que en ‘varias

bicapas no se obse varon” aperturas (115  a“-vD1taJes

positivos, la voltage dependencza se man;fzesta prlncxpalmente por

arriba de 40 mVV; ('ii) la ;actlvzdad maxzma, cuya- conductancxa

relativa se presenta en 1a flgura 10, tiene una dependenc:a del

voltaje muy ligera (ver la discusion).

Con 1 objeto de obtener informacidénmn sobre la posible voltaje .

dependencia de los modos de actividad gruesos, qQue se observan - en
las bicapas con incorporacidn miéaltiple de canales (fig. 2, se
procedid a medir el tiempo promedio (media aritmética) y el mnuamero
de veces que se presenta cada modo a un wvoltaje dado; para ello se
considerd qQque los canales estanmn en modo cero de actividad, si pasa

urn minimo de 250 ms sin gque halla ninguna apertura; como modos de

actividad intensa se consider® a aquellos en gque la magnitud de la

corriente es al menos S veces mayor que la correspondiente - "a la”
conductancia mas pequeia incorporada, la actividad que no
pertenece a ninguno de los dos modos anteriores se considerd como

la normal.
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Figura 10. Conductancia relativa (Grel) en

funciéon del voltaje.
Gral se calculsé como el cociente de la conductancia, de -
ampliéud de corriente mavyor a un voltaje dado, entre ia»
conductancia mas grande . encontrada al considerar a todos lﬁS'

voltajes. Los puntos a voltajes positivos representan el

promedio
de 4 experimentos con la cepa silvestre.

A voltajes negativos, los
triangulos representan el promedio de 3 experimentos con

la .cepa’
mutante PC-1,

los rectangulos son los puntos de un experimento con
la cepa silvestre. Aplicando logaritmos a la parte creciente | de-
las curvas, se encontrd que: a voltajes positivos se necesita un

cambio de 38.7 myv para que Grel cambie e-—vecess a voltajéé;

negativos se requiere un cambio de 0.4 mV para obtener un :ambiof.
cis: 300 mM  KCI1,.
©.1 mM CaCl_, 10 mM Hepes-K, pH 8. trans: 100 mM KCl, ©.1 |
CaClz, 10 mM Hepes—-K pH 8. Bicapas PE/PS::1/1.

de e—veces en Grel. Condiciones experimentales:

V mM'
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se puede ver que: (a)

En las figuras 11 y 12,

se muestran las graficas del mnumero de

veces que se presentd cada modo de

actividad en funcién del
vqltaje. Como no se tomaron intervalos de tiempo ‘iguales en cada
voltaje, el rmumero de veces que sév presentd un  m6do dégo, se
Aividié entre el tiempo t;tal 1

- que se midics el 'voltajeb' en
consideracidn. En la - figg&ajril .se presentan los ,éromedios
obtenidos con tres bi:apés’q; la cepa PCI; En ié -;ig;ra"ia, se
presentan por comparaciéen’ étéé-de una bicapa conrcéﬂaleé ‘de’ la

cepa silvestre XT300. 39, é que, durante los modns de actividad
fue pos;ble medIr a un solo canal

normal,

(ver més abaao).
En las figuras 11 y 12 se puede Dbservar que' (ad el namerc de

presentaciones de cada modo,de act1v1dad en func1én del voltaje es

cualitativamente sxmxlar en 1a5 dns3cepas- (b) las

veces que se

presenta la actiwvidad: normal parece;ser

vlndependiente del voltajej;
env contraste, ,de no—actividad ‘tienden a
presentarse con ‘a voltajes bajos, v '1uego
disminuyen al aumentaf‘é} tantoc en la direccidn positiva
como en la negaﬁiva; id; ios‘periodns de actividad intensa tienden
a presentarse con un patrédn cualitativamente inverso al Ae los de

no—actividad, es decir aumentan con el voltaje.

En las tablas 3, 4 y S se muestran los tiempos médios (meqia
aritmética)l) de los periodos de. no—actividad, .y acéividédrﬂormaly e
inéensa respectivamente. De los valores presentad&s;eﬁ‘lés fabias
no existe una dependéncia ':}aral*coﬁﬁ'el
del tiempo medio de los periodos de no—a:tividad’kpgr‘gsz

voltaje,

motivo solo se mostraron 1os datos de 2 bicapas de la PC—@){ (b))
los’tiempos medios de los periodos de actividad normal,’ de las

49



Fig&ra 11. Ndamero de presentaciones de los modos de actividad

en
camnales de la cepa PCl. (A)

periodos de no—actividad. (B) periodos
de actiwvidad intensa. <C)H periodos de actividad

Condiciones experimentales como en la
presentaciones de cada

“normal"”.
figura 1. £l namero de
modo se dividid entre el tiempo total

{expresado en segundos) qQue se midid el voltaje en cuestidn,- para
asi hacer comparables los wvalores a distintos voltajes. Los puntos
representan el promedio de 3 experimentos. Condiciones

experimentales como en la figura 10.
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Figura 12. Nuamero de presentaciones de los modos de actividad

en
urna bicapa de ia cepa

silvestre en que la

actividad normal
permitid ver a un solo canal. (A

no—actividad. (B actividad

intensa. (C) actividad “normal". Condiciones' exﬁerimentales

como
en l1la figura 10.
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Tabla 3.

el programa pclamp 405,  en el modo manual. La segunda

Tiempo medio de los periodos de no—-actividad,

medido - con

Y tercera

columnas corresponden a canales de la cepa PC1l, la altima columna

corresponde ‘Ta ilan

Condiciones L experimentales como

la Xt3000.3a de

la Ifiguéa{‘l?-”

en lé‘;i:'f?igufa
1. i .
(mv) T(seg) T(seq) T(seg)
s0 : T 0.3+ 0.04
40 . 0.5 (1) 0.6 % 0.3 (2) L o.7+ olal
20 3.3 0.9 (3> . 0.3 (1) c.a8 £ 0.1
o 1.6 * 0.4.¢3) 0.3 = 0.1 (8> 3.4 &.5
—2o0 0.3 * 0.0 (2> ‘nt nt.
—40 0.5 t1) no 2.5 x 2.9
—-S0 . SEELEE. : e R 0.9 * 0.3
—60 am 1.3 £.0.9 (&) c.o
.TUn = no medido; nt = no ‘hubo transiciones;'nd'# no ‘se. determins

porque todas las aperturas se presentaron sobre
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Tabla 4.

Duracién

pPromedio de .

Ta

actividad

"nnrmal .

primeras columnas t:enen los datos de las bxcapas de

ultlma columna es de la b:u:apa de la xt3000 ‘de.:

‘la,

la tabla 3. s

tas

PC1,

3

la

—-a0

-60

-0

..
oY
I+

‘0.8

O.1

1.3

1.6
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Tabla S. Tiempo
experimenfales'co
datos de'bicapag
de una‘bicéaéiaé

medio de la

mo:- en:-. la figufa 1. Las

con:canales.'de’ la. cepa

1a cepa silvestre.

actividad

3

PCl,.1a ﬁltima_columna

intensa.

priméras

Condiciones

columnas

(=2=2g]

es

54

tmV) Tiseg : ;T(seg.;—_ T¢seq) T(seg)d T
so : .8 = 1.5
40 .35 = .auB .3+ .o8 .S % .7 .2.x 1

20 .3 % 0.0 .2 L1 .02 * .o1 0.0 _
o .1 = 0.0 T .4 x= _oa 0.0 0.0

-~ a0 L1 L .8 = 1.1 .12 * .01 a4 x 1

- 60 1.4 = 3.0 .04 * .04 .2 x .2



tres bxcapas de 1a PCl y de 1a b1capa de._ la XT300 SA de

la tabla
3, muestran,

con ex epcxén del d to

:l-;0~mV de 1a  xT300.3A, que
vn»éi voltase - en 1a dxrecc1én

negativas

ghedia ar1tmét1ca)i

bactividaQ'“

en relaci®n al voltaje. En este sentido,‘

En conclusidan,

los datos mostrados suqxeren qQueilos modos de

actividad gruesa que presentan las blcapa

muestran voltaje dependencia; esta dependenc

nuamero de presentaciones de los per1odos de

no ac%ividad v de
actividad imntensa, en la duracidn promed:o de los periodos de
actividad normal, y en la conductancia relat:va~

1 momento en que
la corriente es maxima (fig 10)~. siit

COH#ORTAHIENTO DE CANALES UNITARIOS.&Y HODO

DE = ACTIVIDAD
NORMAL. ‘
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Claramente, los perlodos de act;v;dad normal requieren. para su-

caracterxzacxén cxné 1ca el nglStrD‘de la act;vxdad de un:b solo

hechas

actividad “normal’®

de: ~act1v1dad

Sf'bxcapas

ebidas. a 1la

apertura y clerre de canales, 'dos valores de

presentaron sélame‘t

cnhductancxa,tde 40 ¥y &S pS las transxczomes (correspondxentes a
cada conductancia nunca se sumaron, sino que . se presentaron una u
otra de manera altérﬁada a lo largo de todo 'el 7exper1mento, lo
cual permitid medirlas por separados; vésfe _éomporpamiento se

muestra en la figura 13.

En el experimento ilustrado en,la’figura 13, sSlo sSe observsd

corriente a voltajes pbsitivas en cis, mayores a (o] mV . Es

aprbpiada sefialar nuevamehte que este comportamiento es congruente

con' 21 observado eﬁ’bicapas ton,mOChbs niveles de conductancia, eh

las que s&lo se observan corrzentes a voltajes pOSlthDS. A as m\

la transxczén predom1nante es la de qo pS, las aperturas de &5 pS

son tan escasas que no fue posible hacer su analisis estadistico.

Al aumentar el wvoltaje las aperturas de &S pS se vuelven mas

. 56



Figura 13. Registros de canales de 40 y 65 pS a 75 mV. Condiciones
experimentales: cis 300 mM kCI, O.1 mM CaClz, 10 mM Hepes—K pH 8.
trans: 100 mM KCl, O0.1 mM CaClé, 10 mM Hepes—K pH s. Bicapa
PE/PS::1/1. NoStese como las aperturas de 40 alternan con las de 65
PS, Sin Qque sSse sumen las aperturas; este mismo comportamiento se
observ® en todos los voltajeg én'que se registrsd actividad. €1 .
pico menor del histograma de amplitud de corriente, corresponde a
la conductancia de 40 pS, vy el mayor a la de &5 pS. La letra e
indica el nivel de'cerorcbrriénte. Los registros estan filtrados a
800 Hz. . :
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frecuentes, de tal manera que a 75 mV constituyen la tramsiciéon
predominanté. La tabla & da la frecuencia relativa de

ambas
conductan:ias

n el ra go de voltaae estudiado.

En las tablas 7 y 8 Se dan los tiempos medios

,de'xresidencia

sSe

constante(s) de txempo de “lats) exponenciél(
aJustaron” os hlstogramas de t;empo de

re51dencxa

anal1515 se efectué con el programa pclamp

Nétndos). Como se muestra ‘en: las tablas, elfé
en el estado abxerto, de‘ambas conductanczas,

;snla exponencxal (hay uﬁé"sola] constante' dé
sxgnxfxca que hay sold' uhtVEStado c1nét1co
conductancias;

en contraste; el tlempo de resldencla en
cerrado se ajusta a la suma de dos exponencxales, Por 10 que thay
dos estados cerrados EES]. : )

Las figuras 14 A Y 14 B muestran la probabxlldad de apertﬂfa
de los canales (Po) .- Eﬁ la figura puede aprvreciarse que.‘(i) Po-
es muy baja a todos 105 volta;es considerados, vy (ii) é &iferencia
del comportamlehto mostrado en la fig 10, por arriba de. 40 mv

no
se observa mucha,vqltaae dependencia.
cEn”elLéibérihéhto‘de la figura 13, agregamos BaCl_ 10. mM en

Embosf'lados3.de‘ la 'bicapa.

Lé édicién de'Baz"produjo los

siguientes efectos sobre la
conduétéhcia de 40 pS: (i) no se pudo detectar la-corriente de K™
a 25 hv; i.e., despues de la adicién nmo se observé la conductancia

de 40 pS a ese voltaije (tabla )3  (ii)

al aumentar el wvoltaje por

. 58



Tabla &6. Frecuencia relativa de las apertura

s de 40 y 65 pS. LOos

datos corresponden a “tramos de a8 segundos. tas condiciones
‘experimentales son las mismas que en la figura. 1. La. . frecuencia

relativa se calculd como el nudmero de aperturas- correspondientes. a

una conductancia, reportada

L enilas fhiétngramas 'de amplitud de

corriente, entre el numaro'totalvde'ape

mvV

<0 o.o" 0.0
as S 1 o

so ‘ ole2 . o.38
75 o.30 - 0.70




 Tabla 7. Tiembo medio en los estados cerrado v abierto de las
aperturas de 40 pS. Las condiciones experimentales son las

mismas
que en la tabla 6. Los tiempos medios, son las constantes de
tiempo de:

las exponenciales con Que se ajustd  los histogramas

de

tiempo.dé reéidencia en los estados abierto .y cevrrado . C2S3. €1
ajuste,se‘fealizé con el. programa pClamp‘“QS.H N

mV T cerrado (ms) T abierto (ms)

25 T =-5.3, T = 23.6 T =5,

B 1 o2 S : -

so T = 4.0,%T =.53.4 T = 7.

- EY ; 2z ; B

75 T = 13.7, T T = 7.
Tabla 8. Tiempo medio de los estados cerrado Y abierto de las
aperturas de 65 pS. Las condiciones experimentales son las  mismas
que en la tabla 6. ’

mVv T cerrado (ms) T abiefto (ms) -
S0 T T = T = 14.5
7S e =

. 60



Figura 14. Probabilidad de apertura de l1os canales de 40 y &5 pS.
(A) Canales -de 40 pS del experimento de la figura 13, la"figura'
muestra la probabilidad de apertura en el control (re:tahguiosv
abiertos), ? después de la adicidn de 10 mM de Ba®" a ambos ladosr
de la bicapa (rectangulos cerrados?). Notese como el BaZ®" ncl,tuvo
Mmingun efecto sobre la probabilidad de apertura. (B) Canales‘de &35
pPS del experimento de la figura 13, 1a figuré mueétra 1a

probabilidad de apertura en el control (rectanguloes abiértos), v
. : :

despué&s de la adicidn de 10 mM de Ba®?" 'a ambos lados de -1la . bicapa T

(rectangulos cerrados). Néteseb como el Ba®*

i disminuys la
probabilidad de apertura. (C) Probabilidad de apertura de camales

de 40 pS a voltajes negativos (ver el texto).
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arriba de 285 mV, se pudo observar nuevamente corriente, ¥y se vid&
que la conductancia de 40 pS se redujo a 30 pS, sin gque hubiera un
cambio claro en los tiempos medios cerrados y abiertos (tabla 10).

Estos datos indican que el Baz actud como un bloqQueador rapido de

1a conductancia de 40 pS (ver la discusisn).
El Baz* tuvo los siguientes efectos sobre la conductancia . de
65 pS: (i) a SO mV se observed un aumento en el tiempo medio total

en estados no conductores, sin que hubiera un cambio apreciable en:

el tiempo medio ébiertb;;(ii) al aumentar mas el voltaije

el bloqueo aumenté,ibfesumiblemente el tiempo medio no'conductbr‘
aumentd, de manefa‘Que nb se -tuvieron suficiéntésﬂ
"para hacer un analxsxs c;nét1:o (tablas 9 Y 10 f1gur

Los resultadcs sugxeren que la conductancxa de 65 pS fue obaeto de

urn tlogueo lenta por el Ba'~(ver la dlscusxén) 
El efecto de bloques - par 'elv'BaZ+, ar niVei”,unitatio_, es
congrﬁente con el bioquec semalado arriba en bicapas con muchos

canales.

Como en la gran mayoria de las bicapas se incorporaba mas-de un
canal, se decidid cosonicar las membranas con asolectina, con el
objeto de ver si asi se podia disminuir el namero, de canales
in:orpora@os en.cada evengo de fTusidn. La cosonicacidn se efectud

al momento de cargar a las vesiculas con sacarosa. Los detalles se

dan en los pies de fTigura correspondientes. - . °

Empleando membrarras cesonicadas con asclectina, se logrs
incorporar: un solo canal, con aperturas corresppndientes a la
,cunductancié de 40:pS (44 pS), comn un potencial de inversiéon de

&2



Tabla 9. Frecuencia'relativa (frec) de las aper turas

con control
de 40 y &5 pS, después ‘de “la‘=-adicidn

de 10 . mM de BaClz. Las .
frecuencias relativas se calcularon como en la tabla &.. Los
numeros entre’ parémtesis . son. .el valor de - conductancia

(5 220)
correspondiente.

mv T = frec (@) Tfrec ()
25 o.o 0.0

so . L0.26 (30) 0.74 (s8>
75

o.97 (3a) 0.03 64y
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de las
aper turas,. . con cogﬁrolrtorrespondiente a 40 y &35 pSsS, en presencia
de 10 mMi.de BaClé.>Las,démés,condiciones experimentales sSon

Tabla 10. Tiempos medios de l1los estados cervado y abierto

las
mismas que ‘eni‘l

. R ‘T abierto (ms)
L= T T B el T
as 65 T e
So 30 = 6.5
s0 sa - T = 162
7S 32 T = 9.3
75 65 nd

nd = no se

e N
transiciones.

determind depidd'él‘ﬁﬁmero tan peqguefio . .de

. 64



Figura 135 A. Fluctuaciones

de
apertura de 65 pS en

corriente

el control.
deflecciones hacia arriba,

corriente.

correspondientes .

a 1la
Las aper turas aparecen
sefiala 2l nivel cero de
Condiciones experimentales como emn la figura 13. NoStese
como en todos los tramos el nivel de corriente

a &S
PS. Los trazos estan filtradaos a 800 Hz.

como
1a letra "c"

corresponde
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Figura 15 B. Fluctuaciones de corriente correspondientes a la
apertura de 40 pS en presencia de 10 mM de Ba. Condiciones
experimentales como en la ftig 15.A, solo que aqul se agregsd 10 mM
de BaClz en ambos compartimentos. N&tese como ahora la transicidn
predominante es la de 40 pS, la flecha sefiala a una transicidn de
&5 pS, que esta cortada porqQque el programa (pclamp S5S.3) realiza un
Aautoescalamiento para poder mostrar todos estos trazos. La letra
*e" indica el nivel de cero corriente. Los trazos estan filtrados

a &00 H=z.
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—26 mV (el potencial de Nernst del potasio es ' de —27.5 mV), en una

bicapa‘ fbrmaqé 1E6h una mezcla PE/PS::l/;; i diferencia del

cnmportamienté,éeﬁéiaQo:arriba en el que ;. 1lo0s

canales sS 1o se

abrian ‘all aplicar

‘6Itajes boéitivdsxke

canal incorporado s&lo se abria. con voltajes

incorpors i alire

tran$ic;6n
disminucist errado, a medida
negaﬁivq); - Este

valtajes

ahe6¥e en- la figﬁfa.lé

1a bi:aparéefrompié,estando a +1od.mv;f

datos.

Con el empleo de membranas cosonicada
obtuvo una bicapa en ia qQue -
comportamiento

estim® que se incorpord un

(dividiendo la corriente maxima

de un canal de o2 pS}-: 

periodos largos (mas de{ESC

.68




Figura 16.

Fluctuaciones de corriente de canales de 40 pS a
myV .

—-100
Las aperturas aparecen

como deflecciones hacia abajo-. Las
condiciones experimentales son las mismas de la figura 13, excepto
que 1a5 membranas se cosonicaron con lipidos de azole:tigé 2y
relacidn de 80 mg de asolectina por cada
sonicaci®dn se efectud a O °C,

a  una.
8 1rq de pfdte;na;f;Lé
al momento de cargar ‘con rgsacaf95§}fv
Los trazos estan filtrados a 800 Hz. La letra “c" indica el ﬁiQél

de cero corriente. ;
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Tabla 11. Tiempo medio de los estados cervrado v abier to de las
aperturas de 4O S

Las condiciones experimentales son las
mismas que en la figura-1&7 :

abierto

Tabla~12.>Tiempd'med16:de los estados cervadao .y abierto | de las
apertufas dé:ésiﬁé.uCohdicidnes experimEhtales;édhovenv:la “Figura

R K - H . i B X . A \
17.

mv T cerrado (ms) T abierto (ms)
20 11=~6.6, Tz= 23.6 T = 7;5
32 T,= S.2, T_ = 17.é T = .5
-50 - T,= 4.9, T = 18.0 T = 3.6
—~&60 ) TE b4, T = 826.3 ) T = 12.35
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variable),'y'cnﬁfperioddé‘de,acéividédvpofhgl, en los que solo se

observan aperturas .. de " an -

,Ccr) d;.\jt:r‘tra’nc ;.a } '
corréspéﬂdiéﬁfé :
in§ersiéﬁAqéY;aé:
se muésﬁra'enﬂla

‘tanto a“voltajes

PS

presentan  un.

EFECTO DE BLOQGUEADORES DE. CANALES DE K' EN LA FISIOLOGIA DE LAS
LEVADURAS - ' ' '

Se ha reportado que la entrada de carbohidratos vy aminoacidos

a las levaduras ocurre por cotransporte'con Hf, Y que l1a carga
neta transportada es balanceada por un gflujb, de K", por un
sistema de transporte distinto, sin que héé%a aﬁora se,haya dicho
nada acerca de la identidad del sistema por éi'due'sale el potasio

t&o, 1213, Asi, nosotros decidimos comenzar “av

explorar la
jdentidad del sistema responsable de la salida de“_K*, viendo el
"efecto de ‘bloqueadores de carales de e ‘sobréz‘la "entrada de

leucina y . citrulina a las levaduras. Como . reportamos -en- el

congreso de la Biophysical Society [443], lanfié;AIB’muestra que la

entrada de ‘ambos aminoacidos es fuertemenfe_viﬁhibida
adicisdn de TEA y de 4— AP, sin embargo comoi'ambos son ucompuestos

por ‘la
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Figura a7, Fluctuaciones de corriente correspondientes
apertura vy cierre de los canales de 65 pS de la tabla 14 D,

mV. Las éperturas aparecen

a la
a — SO
como defleciones hacia abajo, cada
tramo cofresponde a 3280 ms. Condiciones experimentales como en
fig. 16. Los trazos. estan filtrados a 800 H=z.
el nivel cé_:ro de t:'crrieﬁte.

la
La letra et indica
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Figura 18. Efecto de la adicidn de TEA vy la a-— aminopiridina sobre

la entrada de 100 ™M de H-leucina a levaduras sS.

{(La Azteca. S. A,
bloqueadores se adicidénaron al

cerevisice
Mé&xico D. Fy.
momento de agregar el aminoacido.

tas celulas se preicubaron por una hora en una solucidn de 150
glucosa,

obtenidas comercialmente Los

mM
Ern la grafica se muestra
El mismo efecto se ha

10 mM MES—trietanoclamina pH &6.C.

un experimento representativo. visto en &
experimentos. Un efecto similar se observde tambidénm sobre l1a
entrada de C'*-citrulina (datos no mostrados) .
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‘aminados no . se puede descartar un efecto directo sobre las

permeasas  de' amlnoac1dos, sobre todo tomando en cuenta que

nosotros no~hemos vxsto, hasta~ahora, un_ _efecto claru de bBloqqueoc

por~1a Q—AP sobre 1,5 =

'alas;ADe cualquler menera este .- resultado

prelxmznar se velimayt atrayente. para su pDStETlDr desarrollo, por

lo que no quxsxmos‘de:ar de mostrarlo.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

La membrana de las levaduras presenta una elevada

permeabilidad al pctas:o éuéi - hasta 198& se tratsd de

explicar unxcamente en térm;nos de la actividad de permeasas bafa

este ion C173. se’ hace.

mencidnrn’” estar:

laboﬁéfo

membranas plasma

ernllc [QIJ. De esta’forma de

los canales”.iénicos’”'de las

preparaciones de membranés alsladas, los

canales mediante un ehfoque alternat;vo a 1pat;ﬁ—¢lamp. Ass,

el primer enfoque que. se 1ntenté fue el ‘de. La,ermacién de bicapas

en la punta del belectroqo de patchrdlémpkf‘.Esfos Priméros

‘exper imentos fueron efectuados por A. Li&vano en . el 1abpratorib'

del Dr. A. Darszon én'el CINVESTAV, y en ellos nunca ,fge, posxble
registrar la actividad de canales de 1evaduras- »Consxderando lof

anterior, se decxd16 tratar de regxstrar a los canales medxante s

s



incorporaci®n a bicapas lipidicas negras.

€l presente trabajo muestra gque los canales-

de la

membr ana
plasmatica de levaduras se pueden estudiar

en bicapas lipidicas_
negras £a57].

TIPOS DE CANALES DE LEVADURAS - REGISTRADOS

CEN. BICAPAS NEGRAS.

‘mayoria  de las

pondienteas .

menores~(40 v 65 psS)

se han pud:do regxstrar a nzvel un:tar o.

‘canales
de 1 vaduras se encuentran (al menos en

nuestras

ndxciones

distfibuiddé'

de -
Qque

en: la me bfana ya que~ i)

unxformemente
..se obtuvo

1ncorporac1én mctxple atn
ic pas en las que se procedié a elimxnar

en -7

‘el‘ grad;ente

osméticu

or 1n tanto a detener l1a fus1én, en :uanta se detectd
l1a 1n:orporac16n de los canales; (ii) . .se ha obtenldo incorporacidn
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maltiple aun sonicando las membranas con liposomas - de” asolectxna

antes de fusionarlas con la bicapas €131i) se ha

levaduras que presentan una mutacién en el gen est

H'-ATPasa, muestran también modificaciones en lab de

sus canales de K* [1073.

Una de 1las posxblES expllcac ones X gse

fisica entre las ATPasas Yy los canales 51073;

suglere que los :anales podrian estar en;"racimos,

Cabe seﬁalar que ya en otras

alrededor de

‘ATPasas.‘ preparacxones

‘os canales de potas:o se pueden

apertura,

pues‘és*bien';cnocxdo que préct:camente todos los canalesr los

39, 87, 11S). ,ﬁbyfque se quieré dec1r~ 'es,
sxmplemente, que estos subestadds-hb parecen ser los céusantes de.
los mnltlples nzveles de corrxente, comunmente encontrados éon ra

relaczén seﬂal a ruxdo de nuestro sxstema.

gjstfadué en las bicapas fueron peémeéblés al

‘com un gradiente de KCl de 3.a -1 . en cis
direccidn . de la corriente ' era la
paso de cationes (K*) de cis a trans CUFig 3).

: bicapas no se observaron aper turas ‘de
q;é la probabilidad de apertura a este voltaije
'és mQy1baaé>(f1gs i6} 14); (ii) el potencial de inversién de todas
las.cégéqqfaﬁcias, ﬁasta ahora registradas (tablas 1! y 2); es muy
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cercano al potencial de Nernst para el potasio (—-27.5 mV, para un
gradiente de K" de- 3 . a 1Y, 1o que indica que los canales sonm
permeables al kK .

- Los camales de &5 PS seleccionan al kf’Sbbfe'élh lcont una
relacién de permeabilidades medida de 2. Debidp‘a”l ‘de

patch clamp,  al reemplazar a . 100 mﬁﬁde Kiiporiilo

observaoe solo]una'Iigera'disminucjé

iones). Sin-embargo,

~11egamos ;‘bbéefvét una diséinucﬁén gn
a trans, este efécto se muestra en iéyfgg
valor de pé;meabilidad relativa ‘resoféaQQ

tomarse como una indicacisn de que:’

de

seleccionan al K’ sobre el Na“,el valor nudéri:o.é*atﬁo'débéra

checarse en bicapas que presenten un solo canal.

En los estudics de patch—clamp se ha reportado un solo valor

de conductamncia unitaria de los canales de K’ que es de 20-27 . pPS

en 150 mM de Kf‘a ph 7.2 C[463. Este rivel es muy cercano al de %O

'pS,'y~no muy'aiejado del de 65 pS, detectados en nuestro sistema;

‘La diferencia : en conductancia entre ambos sistemas  se puede
LS e g - . Lo T e

explicar’ e wvarias maneras: <i) la diferencia . en '  las
‘ T . N ) L

concentraciones de K empleadas; (ii) posibles mod1f1:ac1pne5 de

los canales, ya sea en el proceso de purificacisn de las membranas
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en nuestro laboratorio, v/o en el proceso de “formacion de
protopléstbs;”én los estudios comn patch clamps iii)d diferencias
,entre_}és;;é95§ dé levaduras estudiadas; (iv) diferencias

condiciones de crecimiento de las cé&lulas,

en las

vya que es bien conocido
Qque estas afectan notablemente las propiedades de sus sistemas

de
transporte (por ejemplo ver 68). Los distintos wvalores ;de;ﬁpHi de
trabajo no parecen ser la caJ;a de"la difefen;ié entre ias
Vccnductancias (datos no most;adpsj,ﬁniitampoco las diféréﬁ:ias en
el potencial de superficie'Qe{ias? emb>anas (ver abla 1)- Asi, en

cuanto a les Valores»dev.coﬁdg tanc SéiireflerE,Jila
diferencia con ;og’datéé de /patch cLamp e5ta en’ que,

de esa téanica,

Principal

cnﬂrel empleoc

los Canales de K

jue  Nosotros pensamos

que tenemos 2

(ver abajo).

GISTRADOS EN BICAFPAS
NEGRAS.

L i
L AUR

Los ténaleé idnicos pueden considerarse

como una clase de

enzimas mﬁy' eflcxentes (ver la Introduccion),

vistos de esta
maheré; 105~ bloqueadores de canales pueden considerarse como
lxgandos 1nh1b't6r1°s”en Equlibrxo con umn sitio de union del

canal EB?].

transxc:ones entre cierfes” Y

el bloqueo tambxén -ecurre
e~1os ’casos,' durante el

elkfluao de




corriente se ‘interrumpe de manera completa, y la conductancia es

1nd15t1ngu1b1e de la'de los periodos cerrados normales del canal-

asi, para poder dxstxnguxr entre los estados cerradcs Y bloqueados

se requ1ere d un analxszs cinetico- [86, 8%3 (tal"vezvrla- ‘unlca

excepszén a este mecanxsmo de bloqueo es la descrita por Prod®hom

et «at., 19877 c1053)

En t&rminos: o nét;cos 1a manera en que se manifiesta un evento

de bloqueo, depende del t1empo de residencia del bloqueador en su

sitio de un1én enfel —canal. Si el tiempo de residencia del

blogueador es muchD mayor que el t:empo medio cerrado del canal

(bloqueo lento) onces el bloqqueo aparece como cierres largos,

e iodos en los que el canal se abre v cierra .

interrumpidqslﬁd

normalmente-ﬂs el t:empn de residencia del blogqueador es del

mismo orden de magn1tud_que el tiempo -medio cerrado del canal

(bloqueo 1ntermedxo), entonces el bloquec sdlo se manifiesta como

Um nuevo componente en la funczén de distribucidédn de los tiempos
cerrados del canal-,Poontro i1ado, éi el bloqueador tiene un
tiempo de residen:iaV tan: corto que cae fuera del lim{te de
resolucién del 51stema, de registro (bloqueo rapido), que

generalmente es a-lo.mas‘de 100 Hseg, entonces los eventos de

asociacidn y dlsoc;a:xén"del bloqueador son filtrados v se

manifiestan como una,‘conductancza ‘unitaria ,aparente menor. . del

canal CES, Eb,~ ejemblos de todos estos tipos

Cravir .
Dadévdﬁegldsxéahalgsfdeb1é§adgrés Qque se incorporan  a . las

bicapasrsdn permeéblés-alﬂK*, se decidi® estudiar el efecto de: los
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bloqueadores de canales de K TEA, Ba®", y a—AP.

EFECTO'DEL BARIO SOBRE LOS CANALES - DE.LEVADURAS

La adlclén de‘Ba produjo una

a bicapas caon muchos :anales

di5m1nuc1éq_ s nxveles de corr:ente ‘los L wvoltajes
aplxcados a los

canales d

: ¢st pS en
forma alternada. a adzclén sobre

cada conductanc1a- X
. B B - R . A ]
El Ba* a una concentrac1én de 10 mM, tuvo 105‘ siguientes

efeétosvsobre la COnductancié de 40 pS: (i) a 25 mV no se pudieron

apreciar las aperturas de 40 pS (tablas 6 y 233 (ii) por arriba de
25 mv,

se volvieron a apreciar aperturas sin que hubiera ninguna

diferencia cinética significante de é&stas con respecto al control,

segun se aprecia al comparar las constantes de tiempo de

los
estados cerrados vy abiertos, sin embargo; (31ii)

i3 por arriba de 25

mV se observd una reduccién de un 25 4 .en la’ magnitud de 1a

conductancia de qo p (tabla 10) . Los

~re5u1tadcs enumerados arrlba

sefialan-: que la:co duc ancx& de 40 pS fué

obaeto' de —un bloqueo

rép1do por el Bazf la'no detecc1én de aperturas a as mV se - _debiéﬂ

a que 1a reducc 6n‘»enw la“‘corrxente unitaria hizo dxficxl S su

deteccxén.



-

El. Ba®" a una concentracisn ide 10 'mM,"tuvo"el slguiente

efecto sobre la conducéan:ié de 65 ﬁS
cambio apreciable:

embargo;

total de

qué‘ no

(tabla 9)- Esto Sugxere que T1a

voltaje ¢hubo. un
nn—conductor);
pasd la mayor

parte del txempo en: stados no-conductores, como si se tratase de

un bloqueo lento-x S
A

De 1la dxs:usxén anterior se puede concluir que- (i) Tanto _;a‘
conductancia de 40 como la de 65 pS son bloqueadas por Ba G ' €ii)
el mecanismo de bloQueo es diferente para cada conductancia, por
lo tanto; (iii) la disminucidn en los niveles de corriente, que
causa la adiciédn de BaZ®" en bicapas con muchos canales, parece:
operar a través de mecanismos distintos segun las conductancias
incorporadas, y no atraveés de un Ganico mecanismo de . blogqueo

actuando sobre una poblaciédn homogénea de canales.

También cabe sefialar que el experimento con carales unitarios,

en el que el Ba®" tuvo un efecte distinto sobr.e éada-conductancia;

sugiere que éstas corresponden a canales diferentes .y no a
subestados de un mismo canal f4013, la presentacidn en forma
altermada de ambas, podria entonces indicar que ambos canales no
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son independientes.

Con el objeto dévdar un marco de referencia a la discusion
presentada arribé, cnnviehe1mencionar que'bioqueq hor;Bam'haV'sido
descrito en varias clases de canales de K FQ;,'lo’:Ial’,.éQ' : §6, 

rextensamente

13431, sin embargo, el mecanismo de bloquéo. ha ‘sido

caracterizado a nivel de canélrunitério 5610,”’
activadaos por ca®" de ailta conductancia (K(Ca))

-
unxend se

el Ba® actua como umnr ‘bloqueador lento”

éituado dentro del: poro conductor del

produce estados‘no—conductores largos, 

. dél

1ndependzentemente

S segundoéV

‘los ‘canales conocidos como rectificadores ta
; - 2 - s 24 . L
la 'unidn del Ba s asi como del Ca  ,

cerrada del camrnal [11, 813.

EFECTO DEL TEA SOBRE LOS CAN I E

ta adlczén de TEA a bicapas con’ muchcs canales p oduJo 3 una

ligera reduc:xcn en los nlveles de c’rr e te ~:ada voltaJe ~(f1gs

7, 8), lo que demuestra que el TEA bloquea:a los canales, pero ‘que

la sensibilidad de éstos hacia el TEA es muy pequeﬁa..fA
Come no tuvimos experxmentos ge bloqueo paor TEA sobre un  5615

canal, no podemos decir nada a cerca del mecanismo de bloqueo,r,y

cabe sefialar que tampoco en los trabajos hechos con patch—:lamp se

ha estudiado é&ste punto. No obstante conviene mencionar que,. al

igual que en el caso del Ba el bloqueo por TEA ha sido descrito
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en muchos tipos de canales de K* t7, 8, S2, 1141. A nivel de canal

unitario, ha sido estudiado tanto en camnales muy sensibles al TEA,

como el K(Ca), como en canales muy poco sensibles, como los

canales de K* modulados por serotonina. En ambos tipos de canales,

el TEA produce un 'bloqueo  rapido que: 'se . manifiesta como. una
disminucioen en Ia,@agnitud‘de‘lé Qprfienté unitaria [125, 1351.

Es importante

o SR
: difieren

considerablemente

canales de

los canales tlpo’"A" f£114,

5obre,105 canales de las

levaduras en el rango de ccncéntrac1én de 0.1 a S ‘mM (datos no

mostrados).

Como se mencioné al inicio de 1la dxscusxén,‘practxcamente no

existen datos acerca del papel fisioldgico de los canales en 1as

levaduras, por este motivo decidimos 1ndagar el fecto del bromuro

de etidio sobre los canales (Vet“tl‘ <1ntroduccxén),.’a pnav
concentraci®on de 100 M, a la cual se este‘ ‘cqmpﬁestq
bioquea elwinflujo-ae K a las. :é]ulas;’-siﬁ afeé%ar‘ é ‘étros
procesos, como el bnm;;; de +H* [103] 7En .é vexperimentés Mﬁ6  sé.
observaron efectés cansistentesi de;_e;te compuesto (datosr no

mostrados). Por  lo tanto, todo harece indicar que el bromuro . de
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etidio actua sobre lat(s) permeasa(s) para el potasio.

ACTIVIDAD'Y'DEPENDEWCIA DEL VOLTAJIE EN BICAPAS CON MUCHOS CANALES.

-En las bzcap s7con muchos Canales, su actividad se presenta de

no—actxvxdad en que los canales
“cerrados por mas de—ESO ms; periodos de
1 ‘ vguy variable, v periodos de
er ea;é5, también de duracisn muy variable;
tah,yﬁriable‘de los modos de actividad, no es

medxa

Ssin embargof el

(tablas 3 a SX;

aritmét 6h;é1‘vdltaje

numero de veces: que se | presentan los no actzv:dad,

muestra dependencia 'del voltaje siendo mas fréC&ehtes voltajes

menores a +4OAmV (fig 11 y 12). Analogamente, el numero de o veces

que se presenta la actividad intensa es dependiente del V61taje;

O mV. Estos datos

siendo mAs frecuentes a wvoltajes por arriba de_‘

he cuando en una

sugieren, aungue sea de manera cua11tat1va,'

bicapa se in:ofporan varios canrnales, labvécQEQ;dad de al menos
algunos de ellos es dependiente del voltaa Eété‘éqn;lgsién, es
reforzada por las curvas de corrlente'  >funcién del

:Qﬁa“.clara

voltaje de las figuras &.y. 8, en

desvia:ién-del comportamiento ohmicoa

bicapas con muchos canales, decxdxmos grafzcar QI

relativa, en la transicidén con mayor ampl;tud de corr ente a un

voltaje‘dado, en funcxén'del voltaje. La grafxca.de la fxgura 10
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muestra que, en las bicapas con incorporacién

maltiple de

canales, la actividad de estos en el momernto en que se  hace

maxima, = es ligeramente 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 ‘la conductancia. Como punto de cnmparacién,—;y~~aunqué no se

tréta de medidas equivalentes, de

cabe sefialar qQue eniiosﬂcéﬂales
K" del axsen gxgante de Lclngo,
como depend:entes del voltage'

conductancxa por :ada &4 .8 my

' CINETICA Y DEPENDENCIA DEL VOLTAJE.DE CANALES UNICOS:

En tres ocasxones logramos reg;strar la act1v1dad de canales

Unicos. De hecho, dadas las caracteristxcas de la bicapa de l1la fig

13, regzstramos E veces canales de 40 pS R dos veces canales de &S5

pPS. Sln embargo, las_prop1edades,;cxnét;cas,’entre ellos no son
dxrectam ’aéaﬁleé yva que»' 3 tanales de 40  pS se

xncorporaron de d;st:nta manera (al menos eso pensamos), <ii)d en

sé~ en:ontraban, de -
nterpreta:xén de 1n:nrporac10nes maltiples por ' .La

que nos Hemns,inclinado; Junto confotros canales, Yy se registraron

apeftu?aslahitas'de‘bﬁ ps -tanto a voltajes 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. sSom de

dos canales distintos.

En todes los

los = tiempos de

residencia en los:e . : 51 :'A 8, 11y
12) es consistente . > t =/ cerrados .y . un
estadoabierto " ¥ 1.7 dinverso | del

;dé 5éiida

del

 Las cnnstantes de v

son elvxnversn de 1'5 t

casi. ‘Estos tiempos

voltaje. Por otro’ la

‘manifests 1la
“abren solo a

s o mnegativos, segdn su orientaci®n. en . la bicapa-

hemos argumentado que pEnsamos Que _los Ccanales de

encuentran en racimos: A partir del ‘comportamiento

tanto  de las en’ b1capas con’ muchos canales, dnmo de - aquél}as” en
e - . . ?

S . .

que: se pudo registrar la actividad -de ~canales unxtarlos, A at-1-1

1nc11namos a pensar que en ‘1los racimos. 1la act1v1dad de~105 canales

individuales no es 1ndepend1ente, Yya qQue:
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(i)Y En los -3 registros can

actividad de. canal unitario que
obtuvimos, no se'cbseryéroﬁ~périédoé de,a:ti;idad intensa, como
los 1llamados periddé \ faga ("bursts") que presentaﬁ algunos
tipos de canaieé‘ _no;se‘plensa,que.ila‘ activiéag< de los

canales es. 1nterdepend1ente, es dxf;::l,entender porque cuando bhay

1ncorporac1 ple de :anales,-se'pfesénfan periocdos de

una’
actividad muy: 1uego ;élé 7bé;€6dos “de Jménbf
a:tividéd‘g{ihéiﬁgivé'Sin actividadh(éé ﬁpogtéhte re:ord;r ‘dﬁe~ 
ésta activiqad intensa ée‘los caﬁalésrv gygauféé; tamb;én se. Ha

observado en otros dos laboratorios 4

{ii) En todas las bicapas con incorpo

cién{mﬁlfipIE'dé ‘éaﬁales,

junto con los periocdos de act1V1dad i teﬁéé}'sxempre se pdaﬁéron
observar cierres s:multaneos de todos los canales (e.g..' vea.ﬁlg
fig 1), es decir’ periodos en los qge la conductancxa “de Ya
membrana se hacia cero durante un tiempo variable. Si los ‘Eahales
son independientes la ocurrencia de estos cierres s?mui#éﬁeﬁé

resulta muy poco probable. Asi, consideremos por ejemplo de maneraf
arbitvraria, que en una membrana hubiera un canal de 40 pS (tiémpb
medio de apertura de 7.7 ms a 350 mV), y dos de &5 pS (t1empo medlo»

de apertura de 16.5 mS a SO mV), que seria una de lasi :ondxc;ones'

minimas en que hablariamos de: 1ncorpurac16n mUIt1p1 enton:es‘,)g

probabilidad de que se

cerraran simulténeamente,~durante u

mseg, es:

- : 2o : i
Por 10 tanto, la observacxén frecuente de clerres 51mu1taneo5 enrn
todas las bxcapas ‘con smuchos canales, suglere que . éstos no

1ndependxente5. ) S
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(iili) En el experimento de la figura 13,

de 40 y- 65 pS s;empre cen forma

se observaron aper turas

alternada. Estas conductancias

fueron bloquead =5 cada ‘una en forma diferente: por'

‘élv:Baz’; esto

como con las porinas de ba:terlas, los

después de disolver 1a membrana con detergentes: (823

casos se ha mostrado que dentro de un racimo'jlos~
independientes [&13, pero también hay repofteé“due' muestran',dué,
en los racimaos, las propiedades de algunos canales no  §§ﬁ }as

mismas que cuéndo estan aislados, asi por ejemplo, el reeeptorhygé
,acetilcolina bresenta.propiedades diétintas cuando se Eﬁcuentfé.en
‘forma défmonomero, que :uando se encuentra en su estado normal de
dimera Cil?].,Finalmente, cabe mencionar, qQue ademas de ‘éﬁ -las‘
levaduras,,también en otros microorganismos (bacterias) se han

observado canales con una cinética muy compleja, y se ha concluido
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Que su actividad no es independiente [1433.

EFECTO DE BLOQUEADORES DE CAMNALES DE POTASIO EN LA FISIOLOGIA DE
LAS LEVADURAS

En cuanto al“poéibi

e papel fisiolégico.de los canales, como se

Eaal-E hay... hasta .el

“unasipriméraliiaproximacismn

blodueador35v

una marcada

podria’ihdicarr

embargo dado ‘que .tapfp

=3 B " - 5 ‘compuestos -
aminados, no podemos descartar un efecto 'déf

Competencia  directs
sobre las permeasas de aminocacidos. No obstante, cualguiera que
sea el mecanismeo de inhibicidén, este resultado (fig 185, se ve muy

atrayente para su posterior desarrvrolla.
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. PERSPECT IVAS .
T El presente trabajo constituye la priméra caracterizacidon que

de canales de levaduras en bicapas lipidicas negras, de tal manera

-que en el sS1o0 se abordaron cuestiones generales de las
propiedades de estos canales, quedando asi una amplia gama de
preguntas sin contestar, v Que deberan aberdarse en estudios

posteriores. Esto es aun mas evidente si se toma en cuenta Qque

también en los estudios de patch— clamp la caracterizacidn que se

ha hecho hasta el momento, ha sido muy general. Sin pré&ender

hacer un listado exhaustiwvo, algunas posibilidades interesantes

para estudios posteriores podrian 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, podria ser la de

agregar reactivos de grupos sulfidrilo a bicapas con incorporacién

maxltiple de canales, y analizar =1 posible cambio cinético que se

opere, como se ha hecho comn el receptor de la acetilcolina.
ii) Los canales registrados Precen ser solo ligeramente voltaje.
dependientes, por lo qQue resulta atravente pensar en vla
posibilidad de otros mecanismos de modulacidn, como
por fosforilacidén.

por ejemplo

iii) Un aspecto que ayudaria mucho al estudic de los chales en

bicapas planas, es el de obtener un medio que permita la

incorporacid®n de un sélo canal, de manera rutinaria.

iv) Un aspecto central para el conocimiento del tipo de canales

que realmente presentan las levaduras, es el estudio detallado de
su selectividad. g :

v) Cuando se trabaja con un organismo como las levaduras, una

perspectiva siempre presente es la del estudio de mutantes,
lo demuestra los estudios que

.. como
se han hecho con la m'tante'pmal.

vi) Una de las preguntas mas 1mportantes en R o3-3 2} los

canales de levaduras es la de cual es su fun:xon sentido

estudios del tipo presentado erm 1la flgura 1B~puedeni ser. . de
utilidad.

gran
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ABSTRACT Recently. patch-clamping
of yeas! protoplasts has reveailed the
presence of plasma membrane K~
channels (Gustin, M C., B. Martinac. Y
Saimi, M. R. Culberston, and C. Kung
1986. Science (Wash DC). 233:1195~

1197) In this work we show that tusion
ot purified plasma membranes into pla-
nar bilayers allows the study of the sitive to the K~
yeast channels. The main cationic con-
ductances detected were of 64 and

116 pS. however, larger and smaller

conductances have been observed.
The two main conductances were sen-
channels blockers
tetraethylammonium (TEA~) and Ba®".
Biionic experiments indicated that both
conductances were K* selective.

INTRODUCTION

lonic channels play a major role in the ionic permeability
of biological membranes, and are present in all cells tested
so far. In yeast, the membrane potential is set by a
H~*-ATPase (1. 2). and K" ions participate in its regula-
tion (2, 3). For some time it has been known that K~
movements through the yeast plasma membrane occur by
means of two K * carriers (4, 5) whose activity depends on
an adequate cellular energy supply. In addition. pawch-
clamping of yeast protoplasts has recently revealed the
presence of K*-sclective depolarization-activated chan-
nels (6), ATP-sensitive K* channels (7). and pressure-
sensitive channels (8. 9).

With the purpose of extending the study of the yeast
plasma membrane channels, we have begun a serics of
studies at a physiological level by measuring ion fluxes in
intact cells and recording channel activity in model
membrane systems. Here, we report the incorporation of
K~ channels from plasma membrane fragments of yeast
into black lipid membranes by the fusion method (10).
Part of this work has been presented in abstract form
{11, 12).-

MATERIALS AND METHODS -

Plasma membrane [t from a cially obtained wild 1ype
strain of Saccharomyces cerevisiae (La Azteca S. AL, Mcxico City), and
the wild type strain XT3000.3A were prepared as previously described
{(13) by a modification of the method of Franzusoff and Cirillo (13).
This plasma membrane preparation shows approximately 2 10% con-
tamination by mitochondrial membranes as assessed by mcasurements
of the sensitivity of ATPase activitics to the inhibitors vanadate and
oligomycin, previously reported from our laboratory (13). No vacuolar
contamination was detected, because all ATPase activity was sensitive
either to vanadate or oligamycin.

Black lipid membranes were formed from a 20 mg/ml solution of

PE/PS 1:1. or diphytanoyl phosphatidyl choline (DiphyPC) (Avaniti
Polar Lipids, Birmingham. AL) in n-decanec on a 0.2-0.25-mm diame-
ter hole in a Saran Wrap plastic partition separating two Teflon
compartments, each of ~0.5 ml capacity, by the technique of Miiller and
Rudin (15). Uniess otherwise indicated, the trans side electrolyte
solution contained 100 mdM KCI, 0.1 mM CaCl;, and 10 mM Hepes-
KOH, pH 8.0; the cis side solution was the same. except that the KCl
congentration was 300 mM. In the biionic experiments the ¢is side
solution was replaced by 300 mM NuaCl, 0.7 mM CaCl, and 10 mM
Hepes-NaOH, pH 8.0. Channel incorporation was observed afier the
addition of 9-90 ug protein/mi to the cis side of the bilayer. All
cxperiments were done at 20-22°C.

Voltage pulses were applied with a stimulator (model SD9; Grass
Instrument Ca., Quincy, MA) to the cis side. Single channel currents
were measured under voltage clamping with a current to voltage
converter with a 10 G2 resistor in the feedback loop, at a bandwidth of 1
KHz. The current output of the converter was stored in a modified
digital audio processor connected to a VCR (16, 17).

Unless otherwise indicated, recordings were filiered at 800 tH{z ( — 3db
point, cight-pole Bessel filter, model 743PL-3. Frequency Devices Inc.,
Haverhill, MA), and digitized at 2 KH2z. Channel analysis was
performed with the p-clamp 4.0 program, in the semiautomatic mode.
Transitions lasting -c 4 digital points were discarded by the program for
constructing the amplitude histograms. All reagents were of analytical
grade. Solutions were filtered with 0.22-um filters (Millipore/Continen-
tal Water Systems, Bedford, MA). The data for this work were obtained
from 25 h of recordings from B! bilavers.

RESULTS AND DISCUSSION

Before adding the yeast plasma membrances to the cis
compartment, we routinely applied a control pulse of
=100 mV to the lipid bilayer. Membranes showing noise
were discarded., and the chamber was washed again.
After the control pulse, plasma membranes sonicated in
700 mM sucrose were added. and usually channel cur-
rents were observed within 1-90 min.

Current fluctuations at three positive voltages in PE/
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FIGURE | (A) Current records of a 64-pS channcl in a PE/PS bilayer. The solutions were 300 mM KCJ. 0.1 mM CaCl;, 10 mM Hepes-KOH, pH
8.0, cis;and 100 mM KCL 0.1 mM CaCl,, 10 mM Hepes-KOH., rrans. No activity was detected at cis-negative voliages. (8) Records from a bilayer in
which the 116-pS channel was incorparated. Activity could be scen at both positive and negative voltages. Conditions were the same as in 4. (C) I-V
plots from data as in 4 and B. Each point represents thec average of the transitions obtained from four bilayers. Standard deviations did not exceed 10%
of the average values.

PS membrancs are shown in Fig. 1 4. The currents most plasma membrane origin (sce below) and a 435-pS
likely originate from the activity of plasma membrane cationic channel from the tonoplast. This later channel
channels, and not from channels coming from membranes requires millimolar Ca** to be active (18), which excludes
of intraccllular origin. This assumption is based on the its detection under our conditions. In the experiment
degree of purity of the membrane preparations (see illustrated in Fig. 1 A, the single channel activity was only
Materials and Mecthods). On the other hand, the only obscrved at positive voltages. This behavior is consistent
channels which have been described in yeast are from with that observed in patch clamped protoplasts (6), in
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FIGURE 2 Appearance of several current levels after fusion of plasma membrane vesicles into a PE/PS bilayer. Experimental conditions were as in
Fig. 1. {A) Current fiuctuations at 40 mV. Traces are not consecutive: they were chosen to exemplify the appearance of several current amplitudes.
Note the burstlike bch.xv-or in the third trace from top to bottom. (8) Current amplitude histogram of the record in A. Histogram peaks are marked
with their corr ductances. Note the existence of several d levels yiclding a skewed distribution.
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which only depolarizing voltages elicited currents. Nev-
ertheless, in many bilayers it was possible to record
currents at both positive and negative voltages, which
allowed us to construct more complete 1-V curves, as
shown in Fig. 1 C. Asymmetric voltage responses of yeast
channels seemed 10 be dependent on the lipid composition
of the planar bilayers (sce below).

Two main conductances of 64 and 116 pS were
obtained from the slope of the curves in Fig. 1| C. These
conductance values are close to those found for pressure-
sensitive channels (40 and 75 pS) that are present in yeast
protoplasts (8, 9). Because little is known about the yeast
pressure-sensitive channels, we cannot compare them yet
with our data. The differences between the conductances
we found and those reported in patch-clamp studies of
yeast protoplasts for K* channels (13 pS [6] and 17 pS
[{71) could have several explanations. (a) In the patch-
clamp study (6) the solutions employed were at pH 7.2,
and in this study we initially choose to work at pH 8.0.
This choice was made because studies with intact cells
carried out in our laboratory have shown that K~ effiux is
greater at pH 8.0 than at lower pH values (unpublished
observations), and there arc reports of K* currents that
are reduced very steeply by lowering the pH from 8.0 to
5.0 (19). (b) The difference between the conductance
values could also be due to variations in the growth
conditions employed. Experimental conditions are known
to have striking effects on the properties of yeast transport
systems (20). (¢) It is possible that in the bilayer experi-
ments some channel modifications can occur during
membrane purification. (d) The sclective incorporation of
high-conductance channels into the bilayers. In this
respect, it must be mentioned that in general, regardless
of the amount of protein added to the cis compartment,
several conductance levels were observed in cach experi-
ment. This rather common phenomenon is exemplified in
Fig. 2 A. The amplitude histogram (Fig. 2 8) shows that
in this bilayer, the 116 pS conductance was found along
with other conduciances less frequently incorporated in
other experiments. The point is further documented in

TABLE1 S intor ot
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FIGURE 3 Kinetic behavior of a single 64-pS channel. Experimental
conditions are the same as in Fig. 1. (A4) Open dwell-time histogram.
{B) Closed dwell-time histogram. Both the open and closed histograms
were adjusied with a single exponential. (€) Current amplitude histo-
gram of the record at SO0 mV. (D) Mean open and closed times at two
voltages calculated from the time constants of histograms, as in 4 and
8.

Table 1. In many bilayers we have observed thau the
channel activity appears in bursts, as shown in the third
trace of Fig. 2 A.

Because of the multiple conductance levels observed in
cach experiment, the kinetic analysis has been difficult to
perform. However., in one experiment in which the only
channel present was onc of 64 pS. the open and closed
dwell time histograms were adjusted with a single expo-
nential, suggesting that there was only one open and onc
closed state, as shown in Fig. 3, A—C. The mean open and
closed times for two voltages, given in Fig. 3 D, suggest
that the channel is voltage dependent.

From the data on Fig. 1 C, a reversal potential of —22
mV was obtained for both the 64- and 116-pS conduc-

DiphyPC hilayers
Reversal potential Reversal potential
Conductance in 3:1 KCI gradient T of bilayers Conductance in symmetrical KC1 % of bilayers
PS mv p»S my
65.3 = 4.0 -21.4 = 46 71.0 65.0 = 4.0 —0.8 = 3.7 60.0
112.0 = 6.5 —21.8 = 1.3 57.1 100.0 = 9.3 —1.3= 1.6 80.0
41 =99 -226 =0 29.0 100.0 = 9.3 —13 = 1.6 80.0
170 = 6.4 —21.6 =23 29.0 156.0 = 8.5 09 = 0.5 29.0
327 = 190 -16.0 = 9.1 29.0
Conductances and reversal potentials were obtained from I-V plots from five to seven bilayers.

Gomez-Lagunas et al.
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FIGURE4 Channel behavior under biionic conditions in a DiphyPC bilayer. () Curreat transitions at 50 mV in the presence of the control 300 mM
KC1 buffers on both sides of the bilayer. The record was digitized at 2 KHz and filtered at 1 KHz. The analysis was performed with the pClamp 5.0
program in the semiautomatic mode. The amplitude histogram did not consider events with an open dwell time =4 digital points. A towsl of 236 events
was taken from 45 s of record, and from these, a total of 53 were used to construct the histogram. (8) Current transitions at 50 mV from the same
bilayer after the cis solution was replaced by a 300-mM NaCl buffer (see Material and Mcthods). Note that only 47 events were taken from 90 s of
recard, and from these only two were used by the program to construct the histogram. (That is, from a sample twicc as long, there was a 96% reduction
in the amount of events.) One of the two openings is shown in the trace, (C) 1-V plot from data as in B. In this bilayer the slope conductance was 53 pS.
A reversal potential of 11 mV was obtained taking into account the few openings scen at positive voltages and assuming a lincar relation. Permeability
ratios were calculated from the reversal potentials of three bilayers as in €, with the Goldman cquation. An average of (Pyx.)/(Py.s) = 2.0 was
obtained.

tances (sce also Table 1). The close correspondence
between the measured reversal potentials and the theoret-
ically expected Nernst potential for K7 (—-27 mV) indi-
cates that the channels are cation selective. Intwo PE/PS
bilayers, 10 mM TEA decreased the 64- and 116-pS slope
conductances by an average 407%. BaCl, at 10 mM
decreased the 64-pS conductance by 6077 in one bilayer,
and in two others. its addition at 16 and 75 mM markedly
decrcased the slope conductance of the incorporated
channels, These results are consistent with K* channel
characteristics. The presence of K- -selective channels
was first suggested in the patch-clamp study (6), where it
was found that Na“ was conducted poorly through the
recorded channels. These results are consistent with the
well-known high permeability to K* of the yeast plasma
membrane (3).

To obtain further information about selectivity, we
incorporated the channels into ncutral bilayers formed
with the synthetic lipid Diphy PC, which avoids uncertain-
ties arising from surface potential effects. Two main

Biophysscal Journal

conductances of 65 and 100 pS were obtained both in
experiments performed under symmetric 300 mM KCl
and using the usual 3:1 KCI gradient, as in the PE/PS
experiments (not shown). The Na“ /K- permeability
ratio was studied under biionic conditions (300 mM WNaCl
cis/300 mM KClI trans, sce Fig. 4) and by measuring the
change in the reversal potential produced by adding NaCl
1o the cfs or trans side of bilayers containing the control
KC1 solutions. As shown in Fig. 4. replacement of ¢is K~
for Na® always produced a marked decrease in the
frcquency of channel openings at cis-positive voltages
(four bilayers). This result suggests that the incorporated
veast channels diseriminate between Na” and K*. How-
ever, as we always bhad to deal with several current
amplitudes, in order to get some information about the
relative permeabilities, it was assumed that the channels
did not rectify. and the few positive-voltage transitions
were taken into account. In this way, from data of three
bilayers as that of Fig. 4 C. a minimum sclectivity for K*
consistent with a (Py-)}/(Py,.) = 2 was obtained for a
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51-pS conductance. At this moment we cannot establish
whether this conductance corresponds to the 65- or 100-
pS transitions found in the control records. Finally, it
must be mentioned that the assumption made to get an
cstimate of the permeability ratios has been previously
used by other groups dealing with several conductance
systems (21).

The main conductances found in DiphyPC bilayers (65
and 100 pS) were almost identical to those most com-
monly found in PE /PS bilayers. This result could indicate
that the mouths of these channcls are at a distance from
the membrane interface, such that ionic concentrations
near them are unaffected by the surface potential. How-
ever, further studies are needed before anything can be
said concerning surfacc potential effects on conductance
or channel gating. The two most frequent conductances
found were sometimes incorporated into bilayers indepen-
dently of each other. This point. along with the fact that
under biionic conditions we only identified one clear
conductance, suggests that the two conductances belong
to different channels rather than to different substates of
a single channel. Finally, it is worth mentioning that the
asymmetric voltage response mentioned in relation to Fig.
1, has not been detected in neutral DiphyPC bilayers.
Whether this indicates a selective incorporation of the
channels or 2 lipid-induced behavior cannot be ascer-
tained at this moment.

Incorporation of channels in model membranes has
proved to be useful in the characterization of channels
from cells and membrane sites not accessible to electro-
physiological techniques. The yeast plasma membrane
presents energy-dependent K* carriers along with K* and
pressure-sensitive channels which endow these cells with
a high potassium permeability (4-9). The present work
shows that the recently described yeast plasma membrane

channels (6,9) are amenable to be studied in planar
bilayers.
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