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INTRODUCCION

Los ovocitos de rana Xenopus lacvis se han utilizado ampliamente como sistemas de
expresion de proteinas membranales clonadas, tales como canales idnicos, receptores y
transportadores. Para el caso de los canales idnicos, los elevados niveles de expresion protéica
que se obtienen cuando se inyecta ¢l RNAm en los ovocitos, permiten el analisis cualitativo
detallado de las corrientes de membrana resultantes. No obstante, los ovocitos de Xenopus
presentan algunos problemas experimentales que se tienen que considerar cuidadosamente. Por
ejemplo, los ovocitos como cualquier otra célula, contienen DNA gendmico cuya expresion se
puede activar con la inyeccion de RNAm exdgeno. La falta de un método que impida a priori la
ocurrencia de tal fenémeno, complica la interpretacion de las propiedades funcionales de la
proteina exdgena que se pretende estudiar, Por otro lado, es bien conocido que el ovocito posee
una gran diversidad de canales idnicos enddgenos, cuya presencia potencialmente interfiere con el
estudio de la funcidn de los canales exdgenamente expresados. Algunos ejemplos de canales
descritos en el ovocito incluyen: aj canales de CI' (Miledi, 1982, Miledi y Parker, 1984; Takahasi
y cols., 1987; Parker y Miledi, 1988a; Moorman y cols., 1992; Kowdley y cols., 1994; 1995).; b)
canales de Ca® (Miledi, 1982, Parker y Miledi, 1987a); ¢/ canales de Na* (Parker y Miledi,
19875, Krafie y Volberg, 1992, Weber y cols., 1995); d) canales de K* (Peres y cols., 1985,
Parker y Miledi, 19885, Parker e Ivorra, 1990); ) y canales cationicos no selectivos (Sakmann y
cols., 1985; Methfessel v cols., 1986, Yang y Sachs, 1989 y 1990, Areilano y cols., 1995). La
amplitud de la corriente que fluye por la mayoria de éstos canales es muy variable entre los
ovocitos de diferentes ranas, llegando en algunos casos a practicamente no existir. En todo caso,
namlmanta ea 2onczs d0 Gilwoane ta exisiencia ge alguna corriente enddégena del ovecito, que
pudiera complicar la interpretacién del comportamiento de los canales ionicos exogenos. De tal
forma, el conocimiento detallado de las corrientes endogenas ha permitido disefiar estrategias
experimentales biofisicas y/o farmacolégicas para separarlas de las exdgenas. Asimismo, este
conocimiento ha llevado a definit su papel funcional en la generacion de potenciales de
fertilizacion y en la regulacion del proceso de maduracion de los ovocitos,

Recientemente en nuestro laboratorio, iniciamos el uso de ovocitos de Xenopus como

sistema de expresidén heterologa para el estudio de la relacion estructura-funcion de los canales
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rectificadores entrantes de K™ (K;) de corazon. La razén por la que seleccionamos los ovocitos de
Xenopus es que la mayoria de los estudios en canales recombinantes de K;’s se han llevado a cabo
en éstas células. Sin embargo, se ha reportado por diversos grupos que los ovocitos expresan de
manera endogena una corriente de K* con propiedades de rectificacion entrante (Kizudo, Kubo y
cols., 1993a v 19935, Tzounopoulos y cols., 1995; Amarillo y cols., 1996; Hedin y cols., 1996;
Bauer y cols., 1996). Debido 2 que la mayoria de esos estudios se enfocaron en la caracterizacion
de las clonas de K, expresadas exégenamente, las propiedades funcionales de Ki.gno habian sido
soslayadas hasta muy recientemente. Para nuestra mayor sorpresa, encontramos que Kingaa $¢
expresa de una manera considerablemente mas consistente de lo que los reportes indican. Por lo
tanto, y con el fin de interpretar correctamente nuestros resultados con los K cardiacos, nos
dimos a la tarea de estudiar con detalle las propiedades biofisicas de Kirro 2 nivel macroscopico.
De tal forma, el objetivo de la presente tesis fue el describir Kipngo en términos de; a) sus
propiedades de permeabilidad ionica; b) curso temporal de su activacion y decaimiento; ¢)
dependencia del voltaje de su cinética de apertura y cierre, y d) su sensibilidad al bloqueo inducido
por el Ba®" externo. Adicionalmente, intentamos comparar €l perfil funcional de Kingmo con el
desplegado por otros K;’s. Nuestros resultados indican que pese a que Kirgago muestra similitudes
importantes con otros K;,’s, también exhibe caracteristicas unicas, tales como cinética de apertura
y cierre fuertemente dependientes de volitaje y una respuesta compleja al Ba” externo por el cual
ademas presenta menor afinidad. Estas peculiaridades podrian resultar de diferencias en la
estructura de la proteina del canal tan considerables y extensas que Ki.xno bien podria representar

una nueva subfamilia de K;/'s.



ANTECEDENTES

1. Propiedades Funcionales de los Canales de K* Rectificadores Entrantes (K;;).

El primero en describir la propiedad de rectificacian entrante en los canales de K* fue Katz
en 1949, en misculo esquelético de rana. Katz también fue el primero en utilizar el término de
rectificacion “anémala”, para diferenciarla de la rectificacién saliente o “normal”, que la mayoria
de los canales presentan, La caracteristica distintiva de esta corriente es que su conductancia
aumenta conforme E,, se hace mas negativo y disminuye cuando se despolariza. Como se muestra
en la Figura 1, las propiedades de la rectificacion entrante de los K;; se han estudiado tanto a nivel

macroscopico (Harvey y Ten Eick,1988) como unitario (Sakman y Trube, 1984; Kurachi, 1985).

. m (nd)
Patch membrane potential {mV) Mediaster [:44

-150 -100 ~50 PR i g

Ep {mV)

11 muexternal K™

40 mm-externat K*

b2

Single-channel current (pA}

100 mm [Kls

T3 mmexternal K* L .3

145 mwu-external K*

Figura 1, Propiedades Distintivas de K,,. A. Relacién I - V de la corriente unitaria de K;; de células ventriculares
de cobayo en diferentes [K'),. La concentracién de K* en la pipeta se indica en cada curva (tomado de Sakmann y
Trube, 1984). B. Relacién I - V de la corriente macroscdpica de ovocitos de estrella de mar ¢n diferentes [K'), (10,
25, 50 y 100 mM) en un medio libre de Na®, La linea continua, indica la corriente instantanea y la linca
discontinua, la corriente en ¢} estado estacionario (tomado de Hagiwara, Miyazaky y Rosenthal, 1976).



Esta corriente andmala o de rectificacidn entrante se ha estudiado ampliamente en
preparaciones lan diversas como: estrella de mar (Hagiwara y Takahashi, 1974; Hagiwara, 1976,
Hagiwara y Yoshii, 1979); ovocitos de tunicados (Chmori, 1978 y 1980; Fukishima, 1982),
masculo esquelético (Almers, 1972a y b, Adrian y cols., 1979, Standen y Stanfield, 1979 Hestrin,
1981; Leech y Stanfield, 1981); y misculo cardiaco (Sakman y Trube, 1984; Harvey y Ten Eick,
1989; Shimoni y cols, 1992; Whaler, 1992; Matsuda y Sperelakis, 1993).

Estas propiedades funcionales se ilustran en la relacion I - V de la Figura 1, en donde se
observa que €l comportamiento de la corriente exhibe una fuerte rectificacion entrante, la cual se
demuestra por el hecho de que a potenciales negativos a Ey la amplitud es significativamente
mayor que a valores positivos a By, Otra caracteristica distintiva de los K;; es que su cinética de
apertura y cierre (o de compuerta) depende tanto del voltaje como de la concentracion de K’
extracelular ([K'],), siendo practicamente independiente de [K'}; (Hagiwara y Yoshii, 1979;
Lecch y Sanfield, 1981).

Uno de los mecanismos propuestos para explicar la rectificacion que muestran los K;; se
basa en la existencia de una particula blogueadora intracelular (Sakmann y Trube, 1984).
Inicialmente se pensé que tal particula podia ser el Na', quién es capaz de bloguear los canales de
K" desde el interior (Harvey y Ten Eick, 1988). Sin embargo, experimentos llevados a cabo con la
técnica de fijacion de voltaje en microdreas de membrana (patch clamp), en su configuracion de
célula completa (whofe cell) y en ausencia de Na' extracelular, revelaron que la conductancia de
la corriente rectificadora entrante de K fue menor en ausencia de Na' que en su presencia
(Hagiwara y Yoshii, 1979; Silver y De Coursey, 1990). Posteriormente, la atencidn cambid hacia
el ion Mg”", constituyente norma! del liguido intracelular que participa comeo cofactor en muchas
reacciones que involucran ATP v (¥TB {Arallang — 221y 12053 La lipdiesis de que e Mg™ es el
responsable de la rectificacién entrante en los Ki se vio fortalecida por los hallazgos casi
simultineos de Matsuda y cols. (1987) y del grupo de Vandenberg (1987). Ambos laboratorios
demostraron la dependencia de la rectificacion entrante del Mg® intracelular, ya que cuando
eliminaron este cation de la solucidn intracelular, aparecid una corriente saliente a través de K,
cuyo comportamiento fue totalmente ohmico. Tal observacion se extendid a otros canales
cardiacos de K* rectificadores entrantes, incluyendo el canal sensible a ATP (Ixarp) ¥ el activado

por acetilcelina (Iiacn).



Con éstas observaciones s¢ propuso de manera especulativa un modelo para explicar el
comportamiento cinético de los Ki.. Cuando E, se encuentra en valores cercanos a By, el canal
flucta continua y aleatortamente entre un estado abierto a otro cerrado. Este comportamiento
determina el mvel de actividad basal (hackground) o estacionaria, responsable del componente
independiente del tiempo que despliegan los K a nivel macroscopico. Cuando la membrana se
despolariza, el canal ingresa de manera reversible a un estado de bloqueo inducido por el Mg”
intracelular. Tal bloqueo aparece cuando el Mg”" se repele electrostaticamente por la positividad
interna creciente (o negatividad interna decreciente) e ingresa a la region mas estrecha del poro de
conduccion del canal. Debido a su mayor tamafio el Mg no cruza este sitio, por lo que
permanece ahi bloqueando intermitentemente la luz del canal. Durante la repolarizacion, la
negatividad interna se restablece, lo que obliga al Mg®™ a abandonar el interior del poro del canal.
Ishihara y cols. {1989) sugirieron que cada una de las tres subunidades que constituyen el canal
Ki., pueden ser bloqueadas por iones de Mg** de manera independiente. De tal forma, la actividad
del canal en presencia de Mg®* interno (2 - 10 uM) se podria describir por el siguiente modelo de
Markow:

C=0 =B, =8, >H;
donde C indica el estado cerrado, () el estado abierto y B, B; y Bs, indican cada uno de los
estados (subestados) bloqueados por Mg®* intracelular.

Estudios recientes derivados de la clonacion de los K (French y cols., 1994; Kubo y cols.,
1993, Makhina y cols., 1994, Lopatin y cols., 1994; Ashen y cols.,, 1995, Wible y cols., 1995;
Hedin y cols., 1996) han permitido reconocer gue la rectificacion entrante también resulta de la
accion de factores intracelulares solubles. Numerosos estudios bioquimicos se han realizado
recientemente con el objetivo de identificar la naturaleza de tales factores. Los resultadas de ralag
trabajos indican que diversas poliaminas intracelulares, tales como espermina, espermidina,
putrescina y cadaverina, también participan en la rectificacion entrante de los K; (Lopatin y cols.,
1994; Ficker y cols., 1994, Fakler y cols., 1995, Lopatin y cols., 1995). El mecanismo de
rectificacién inducido por tales aminas es en esencia de naturaleza similar al propuesto para el
Mg®, es decir que resulta de la ocupacion intermitente y dependiente del voltaje del poro de

conduccidn del canal.



2. Prapiedades Estructurales de los K.

Les canales Ki son proteinas homotetraméricas, en donde cada subunidad posee
inicamente dos segmentos hidrofobicos transmembranales conocidos como M1 y M2 (Ho y cols,,
1993; Kubo y cols., 1993). Estos dos segmentos estin separados por una region denominada H3,
que supuestamente forma el poro de conduccion por donde los iones cruzan la proteina
{Heginbotham y cols., 1992, Taglialatela y cols., 1994). La Figura 2 muestra la estructura basica
para todos los K;;.. Las regiones de mayor homologia estructural entre los K;'s se locafizan en los
dominios transmembranales, mientras que la region HS presenta elevada homologia con todos los
canales de K'. En contraste, los canales de K dependientes de voltaje son heterotetrameros, en
los que cada subunidad se forma de seis segmentos transmembranales. Los K; contienen solo una
estructura central interna, la cual forma la region responsable de la selectividad al K*. El poro de
conduccién interactia fuertemente no solo con los iones que cruzan el canal, sino también con los

que no (bloqueadores extracelulares como Na”, Cs” y Ba*', ¢ intracelulares como Mg™").

a4  Sitios potenciales do fesforilacibn para PRC
o Sitios potenciakes da fosforacién para PKA

ﬁﬁﬁﬁﬁ’ﬂﬁﬁﬂﬁﬁﬂhﬂﬁnﬂﬂﬂﬁﬁ
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Figura 2, Secuencia Primaria del Canal de K' Rectificador Entrante Clonade de Hipocampo Humano
(HiR), El canal es un homomultimere de 4 subunidades. El poro estd formado por la regién HS que se localiza
entre los scgmentos transmembranates M1 y M2 de cada subunidad, La regién N y C terminal se localizan en el
citoplasma celular. Se muestran los posibles sitios de fosforilacion por PKC vy PKA. (Périer, 1994).



Con el enorme desarrollo de la biologia molecular se ha podido clonar recientemente una
gran cantidad de isoformas de Ky, entre las que destacan, por solo citar algunos ejemplos: IRKI
de macrofago de raton (Kubo y cols., 1993); ROMK 1 de rifion de rata (Ho y cols, 1993); GIRKI
(Dascal y cols., 1993; Kubo y cols, 1993) rcKam (Ashford y cols,, 1994) de corazén de rata;
HIRK] de hipocampo humano (Hishihara y Hiraoka, 1994), y RBHIKI1 de corazon de conejo
(Ishii y Hiraoka, 1994). Asimismo, llama la atencion la gran diversidad de propiedades funcionales
y mecanismos de regulacién tan variados que tales isoformas presentan. Por ejemplo, GIRK1 se
activa a través de una proteina G; rcK e aumenta su actividad (probabilidad de apertura, P,) en
presencia de ATP, mientras gue todos ellos son activados por voltajes hiperpolarizantes. Por otra
parte, el grado de rectificacién también es una propiedad que aunque presente en todos los Ki’'s

su magnitud es muy variable, siendo ROMK | quien la presenta quizas de manera mas débil.

3. Bloqueo de Ky Inducido por Cationes Externos.

3.1 Blogueo por Cationes Divalentes.

Los cationes divalentes en la solucidn externa modifican las propiedades cinéticas de
apertura y cierre de algunos canales idnicos (Eyring y cols,, 1949; Frankenhaeuser y Hodgkin,
1957). Por ejemplo, en miocitos cardiacos de cobayo la amplitud de la corriente macroscépica de
K' rectificadora entrante, disminuye por la adicion de Mg® o Ca® a la solucién externa
(Biermans, y cols., 1987). A nivel unitario, los iones Mg®, Ca®, Ba™ y Sr** inducen una
disminucidn de la conductancia de los K (Kell y DeFelice, 1988; Matsuda, 1988; Standen y
Stanfield, 1978; Arellano, Woodward, Miledi, 1995). Se ha supuesto que este efecto se deba a
una disminneian de V71 oo oL Gaiibuio externo ael canal, lo cual posiblemente resulta de la
repulsion electrostatica generada por acumulacién de cationes divalentes, los cuales son atraidos
por las cargas negativas de la superficie de la membrana (Arellano, Woodward, Miledi, 1995).
Alternativamente, se ha sugerido que la disminucion en la conductancia se explica por blogueo del
canal inducido por los propios iones de Mg™ y/o Ca’", los cuales al ser impermeables, entran al
poro del canal, obstruyendo de ésta manera la conduccion del K*. El hecho de que tanto el Mg®"
como el Ca®" puedan bloquear el canal también desde el lado interno apoya fuertemente esta

hipotesis (Matsuda y cols., 1987, Mazzanti y DiFrancesco, 1989).
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3.1.1. Blogueo por Ba’".

Es bien conocido que el Ba* induce bloqueo del canal de K' de rectificacion saliente en
diferentes preparaciones, tales como axén gigante de calamar (Gilbert y cols, 1969), fibras
musculares de invertebrados (Werman y Grundfest, 1961), y vertebrados (Speretakis, Schneider y
Harris, 1977; Standen y Stanfield, 1978) y ovocitos de estrella de mar {Hagiwara y cols, 1978). A
nivel macroscopico el efecto del Ba®' sabre K, se caracteriza por inducir una disminucion en la
corriente maxima (pico) y por aumentar la velocidad de decaimiento de la corriente. Ambos
efectos muestran una clara dependencia del potencial de membrana y del tiempo (Hagiwara y cols,
1978). Es decir, el bloqueo de K; inducido por Ba®' externo aumenta conforme el potencial de
membrana se hace mas negativo, v su magnitud es mayor sobre el componente estacionario de la
corriente que sobre el transitorio, como se muestra en la figura 3. Por otro lado, ¢l efecto del Ba™
muestra una dependencia de [K'],, ya que la magnitud del bloqueo disminuye conforme aumenta
[K'].. Esta disminucion esta dada por el hecho de que al aumentar la {K'], el potencial
transmembrana disminuye, evidenciando de ésta manera la dependencia del voltaje.

El bloqueo de K; por el Ba® tiene un comportamiento muy similar al observado en
presencia de Cs’, especialmente en relacion a su dependencia del voltaje (Hagiwara y cols, 1976).
Sin embargo, la magnitud de tal dependencia es distinta. Se ha calculado que para el efecto del
Cs" el valor del pardmetro que refleja tal dependencia p es ~ 1.4 (Hagiwara y cols, 1978),
mientras que para el Ba*' es de 0.64 (Hagiwara y cols, 1978). Por otra parte, el bloqueo de la
corriente estacionaria observado en presencia de Cs™ es mayor que el inducido por Ba®. La
constante de tiempo para el bloqueo por Cs' es de 50 ms (Hagiwara y cols, 1978), mientras que
para el Ba’" es de 2 a 3 seg (Hagiwara v rnle, 1079} oo anbt o aous Vine =140 MV a una

concentracion de .01 mM
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Figura 3. Efecto del Ba™* Externo Sobre Igr. Iy se registrd a difercntes potenciales de membrana, con una
[K'L de 25mM, y en presencia de diferentes concentraciones de Ba® en la solucidn externa {0, 30, 100, 300 pM),
HP =-51 mV (Tomado de Hagiwara y cols, 1978).

3.2. Blogueo por Cationes Monovalentes.

3.2.1 Blogueo inducido por Cs'

Al igual que el Mg™ y Ca”, ¢l Cs* induce un bloqueo de K; cuando se agrega a la
solucién externa (Figura 4; Hagiwara y Takahashi 1974). En huevos de estrella de mar la
magnitud de tal bloqueo depende de la concentracién, del tiempo y del voltaje (Hagiwara y cols,
1976). En miocitos ventriculares de gato el Cs' (0.01 mM) modifica significativamente la
corriente s0lo a potenciales muy negativos (> -120 mV; Harvey Y Ten Eick, 1988). El efecto
caracteristico del Cs” sobre la corriente macroscopica de K, no es sélamente la disminucién de su
amplitud, sino la modificacidn de su curse temporal. En miocitos de ventriculo de gato, el Cs*
(0.01 mM} extracelular induce un aumento, dependiente del voltaje, en la velocidad de
decaimiento de la corriente (Harvey and Ten Eick, 1989). Este efecto llevé a pensar aue ol Cc* al
igual que otros cationes monovalentes, como el Na” y el Li", potencian el proceso de inactivacion
del canal, ya sea por comportarse como verdaderas particulas de inactivacién o por inducir
alostéricamente cambios en la cinética de tal proceso (Harvey y Ten Eick, 1989). De acuerdo con
los valores de Kd para el bloqueo del canal, la potencia de bloqueo entre algunos cationes
monovalentes es la siguiente: Cs* (Kd = 1.11 x 10 M) > Na' (5.62 x 10 = M) > Li* (1.40 x 10
M); (Harvey y Ten Eick, 1989).
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Figura 4. Bloqueo de Iy, Inducido
por Cs* Externo. Relacion 1 - V de Iy
registrada 100 ms después de aplicar el
pulso de voliaje, con 25 mM de K™ y 0 Na*
en la solucién externa, y en presencia de
ar diferentes concentraciones de Cs', en
ovocitos de estrefla de mar. (Tomado de
Hagiwara y cols., 1976.)
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3.2.2. Bloqueo por Na'

Los canales K;; se caracterizan por presentar mecanismos de conduccién ibnica que
depende fuertemente de [Na'}, (Harvey y Ten Eick, 1988). Tal dependencia se ejerce tanto sobre
las propiedades de permeabilidad como de la cinética de apertura y cierre. La remocion del Na*
valiguiuial 1GUULE SZULIGALVALICING 1d wupitug de 1a culriente ai pico (HArvey y len BicK,
1988), pero disminuye el decaimiento de la corriente (Ohmori, 1978). Esto ultimo se refleja en el
hecho de que a potenciales mas pegativos que Ei el componente estacionario se comporta
linealmente con respecto al voltaje. En condiciones fisiologicas ((Na'], normal) tanto en masculo
esquelético como en miocitos ventriculares de gato, la corriente normalmente despliega un
decaimiento pronunciado a potenciales muy negativos. Se ha supuesto que tal decaimiento se
debe, por lo menos parcialmente, a un bloqueo dependiente del tiempo y del voltaje (Standen y
Stanfield, 1978; Harvey y Ten Eick, 1988). Por otro lado, Josepshon y Brown (1986) sugirieron

que en miocitos ventriculares de rdta la inactivacion de K resulta de un cambio intrinseco en la
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cinética de apertura y cierre del canal K;. Finalmente, se ha postulado que el efecto inducido por
los cationes monovalentes extracelulares (Na’, Cs’, Li') se explica por una competencia por el

sitio de unién posiblemente involucrado con el proceso de inactivacion de! canal

Vg tmv) ' 1 {nA}
| o S S g

-180 ~120 . _G'O ¥ t 0

Figura S. Efecio del Na' Sobre Ia

Conductancia Unitaria de Iy Relacion 1 -

K25 mMNaty T4 V de la corriente unilaria de Iy, en miocitos

o 15 ventriculares de gato, registrada en

o &5 presencia de diferentes concentraciones de

© 1275 1-8 Na' extracelular (2.5, 15, 65 y 127.5 mM)

(Tomado de Harvey y Ten Eick, 1989).

L

4. Clonacién y Expresion de los Canales de K* de Rectificacion Entrante.

Hace cuatro afios dos grupos reportaron por primera vez y casi simultineamente la
clonacion del gen que codifica a los K;’s, ROMK1 y IRK1 (Ho y cols., 1993; Kubo y cols., 1993,
respectivamente). Este fue el primer paso en una larga serie de trabajos relacionados con la
clonacidn de numerosas isoformas y con estudios de la relacién estructura-funcién de los Ki's. La
clonacién de estos canales ha permitido descubrir una nueva familia de genes que codifican
proteinas con caracteristicas estructurales y funcionales distintas 2 la superfamilia de los canales
de K" operados por voltaje (Kv) (Figura 6).

Debido a la falta de ligandos naturales o sintéticos, selectivos para los canales K;'s, la
clonacion de los primeros miembros [Kir 1.1a (ROMKT1), Kir 2.1 (IRK1) y Kir 3.1 (GIRK1)] de
esta nueva familia de canales se logro hasta 1993, cuando por medio de expresion funcional en
ovocitos de Xenopus laevis se clond por primera vez una gen que codificaba para un canal de K*
rectificador entrante (Ho y cols, 1993; Dascal y cols, 1993; Kubo y cols, 1993). Posteriores
estudios de la relacion estructura-funcion evidenciaron que estos canales Ky, al igual que los
canales Ky (MacKinnon, 1991) se ensamblan en la membrana en forma tetramérica (Yang y

cols,1995; Glowatzky y cols, 1995). Sin embargo, como se menciond anteriormente, su disefio
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estructural es totalmente distinto. Por su perfil funcional (especialmente relacionado a su
regulacion), se han identificado varias subfamilias pertenecientes a la familia de los Ki's. A

continuacion se mencionan brevemente algunos de los aspectos mas destacables de cada una.

Voltage-gated K* channel Inward rectifier K channel
N NN exttacetiular n
ss]sz\s:! 54\ 55/ U \56 membrang MY U \“2
HS HS
\¥) cytoptasmic
N c N c

Figura 6. Topologia de los Canales K,, y su Analogia con los Canales de K* Operados por Voltaje, Los
scgmentos M1 y M2 de K; se muestran como los espacios transmembranales y la secuencia H5 desde la superficie
extracelular hasta 1a membrana. (Tomado de Kubo y cols, 1993).

4.1, Subfamilio ¥ 1.

Kir 1.1 (ROMK]1) se clond a partir de rifidn de rata, donde se expresa predominantemente,
para de esta manera ser el primer K clonado (Ho y cols., 1993). Reportes recientes indican que
también se expresa en varios tejidos cerebrales de manera significativa (Ho y cols., 1993; Kenna,
1994; Boin y cols., 1995). Trabajos posteriores han reportado la existencia de isoformas con
propiedades funcionales muy similares a Kil.1, las cuales se generan mediante empalme
alternativo en la region 5° (Shuck y cols.,, 1994, Yano y cols,, 1994; Zhou y cols., 1994). A

diferencia de otras subfamilias de K, K; 1.1 presenta una asa de unién a fosfatos en la region C
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terminal (Ho y cols., 1993). Tal caracteristica apoya la suposicién de que la regulaciéon de su
activacion mediada por ATP implica fosforilacion de la proteina que constituye el canal. De
hecho, el trabajo de Xu y cols, (1996) demuestra que tales sitios son sustrato para la fosforilacion

mediada por la proteina cinasa dependiente de cAMP,

4.2. Subfamilia K., 2.

Hasta la fecha se han clonado tres miembros de la subfamila K;, 2, los cuales difieren en el
valor de su conductancia unitaria (medida en 140 mM de [K'],, K;; 2.1 =20 pS§, K;, 2.2 = 35 p§,
K;; 2.3 =10 pS), y en su sensibilidad a la fosforilacién por segundos mensajeros (Chang y cols,,
1996, Fakler y cols., 1994; Henry y cols., 1996). Los miembros de la subfamilia K;; 2 se expresan
principalmente en corazdn y en sistema nervioso (Ishii y cols., 1994; Kubo y cols., 1993, Perier y
cols.,, 1994, Raab-Graham y cols., 1994; Wible y cols, 1995). Al igual que otros Ki's, se
caracterizan por presentar rectificacién dependiente del tiempo y del voltaje, la cual es
practicamente indistinguible de los canales nativos Ix; del corazén o de los canales K;; en células

de la glia.

4.3. Subfamilia K, 3.

La subfamilia K;; 3.0 esta formada por canales activados por proteina G. El primer canal
de esta subfamilia se clond a partir de auricula de rata, y se expresé en ovocitos de Xenopus laevis
{Dascal y cols., 1993, Kubo y cols., 1993). Actualmente existen numerosas evidencias de que en
corazon, cerebro y tejidos enddcrinos, estos canates conducen una corriente que se activa por un
receptor acoplado a una proteina G (Ferrer y cols., 1995; Karschin y cols., 1994; Kubo y cols,,
1993), A partir de corazdn de rata Ashford y cols. (1994} clonaron un ¢cDNA que denominaron
rcKarp.y el cual codifica para un canal Kare. Este canal es un miembo de la subfamilia K, 3 (K
3.4). Krapivinsky y cols. (1995) mostraron que la subfamilia 3.4 se coensambla con K; 3.1
(GIRK 1) para formar el canal sensible a acetifcolina (Ixac) y que ellos no forman el canal K,rp en
forma monomérica. Otros estudios muestran un acoplamiento entre los diferentes miembros de la
subfamilia K;, 3 (Duprat y cols, 1995; Ferrer y cols,, 1995). Existe evidencia sustancial de la

activacion directa del canal por la subunidad GBy que se une a las regiones amino o carboxile
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terminal del canal (Huang y cols., 1995; Krapivinsky y cols., 1995). También hay evidencias de
una unién directa de la proteina G (subunidad Ger) con el canat (Huang y cols., 1995).

Duprat y cols. (1995) encontraron que ! canal Ixacw se forma por el ensamblaje
heteromultimérico de Gryi y Cr (proteina de origen cardiaco que forma un canal rectificador
entrante). Hedin y cols. (1996) reportaron que cuando se expresa en ovocitos de Xenopus Gry
en ausencia de Cp, la corriente resultante es significativamente menor (~80%) que cuando se
coexpresan ambas proteinas. Si Gy no es capaz de formar canales homomultiménicos, entonces
los canales observados en ausencia de Cr, pueden resultar de la combinacién de Gy cOR una
proteina enddgena del ovocito que sea capaz de sustituir 2 Cr. Esta posibilidad se ha confirmado
y la proteina endogena del ovocito se ha denominado Xp (Hedin y cols., 1996).

X se considera como un nuevo miembro de la subfamilia Kg 3 el cual se ha clasificado
como K;; 3.5, Tiene un tamafio de 1.2 Kb formada de una cadena peptidica de 404 aminoacidos.
La secuencia de X y de Cg muestran una homologia de! 74.9% a nivel de amincacidos. Los
ovocitos que expresan Xp en ausencia de Gmug muestran un corriente sensible a acetilcolina. Por
otro lado, Hedin y cols. (1996) mostraron que en ovocitos de Xenopus Cr y X pueden
participar juntos en la formacién de canales de K estimulados por proteinas G. Cuando Xg ¥y
Gmxi son coinyectados en ovocitos, la amplitud de la corriente méaxima (medida al pico)
registrada a -100 mV y en presencia de acetilcolina, es de 5.4 pA. Este valor es similar al
observado cuando son coinyectados en ovocitos de Xenopus Cr y Gmey (7.2 pA a -80 mV,
Krapivinsky y cols, 1995). Cuando sélo G se expresa, fa amplitud es de 1.3 pA, micntras que
cuando se expresa sélo Xg tal valor es de 0.2 pA. La conductancia unitaria del canal

coexpresando Xm/GKri es de 38 pS en presencia de 140 mM de K' extracelular.

4.4, Subfamifias K. 4 y 5.

Dos subfamilias mas de canales K han sido descritas en cerebro (Ki; 4 y K 5, Bond v
cols., 1994; Takumi y cols., 1995). Cuando en ovocitos de Xenopus laevis se expresa Unicamente
K; 4.1, se observa la formacion de canales rectificadores entrantes homotetraméricos, lo cual no
sucede con Ki 5.1 (Bond y cols.,, 1994). Estos dos canales pueden coexpresarse en forma

heteromultimérica, en forma de dimeros o tetrameros, arreglados de manera especifica.
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1.5, Subfamilia K, 6.

Ki 1.1 fue el primer canal K; en ser clonado (Ho y cols., 1993) el cual contiene sitios de
unién al ATP, y las propiedaes de rectificacién de los canales expresados son similares a las de los
canales Kamp enddgenos de rifion (Lu y MacKinnon, 1994). Basados en la homologia de Ky 1.1y
de otros miembros de la familia Ki,, Inagaki y cols. (1995) aislaron y expresaron un gen que
codifica para un canal de K* con propiedades de rectificacion entrante, el cual llamaron uKATPI
(K;; 6.1). Una isoforma especifica del pancreas (K; 6.2) fue encontrada posteriormente para
codificar una subunidad del canal Kare (Inagaki y cols., 1995), pero la expresion activa de este
canal requiere la coexpresion de K 6.2 o K; 6.1 (Ammala y cols., 1996), y dica coespresion
presenta una alta afinidad al receptor para sulfonilurea (SUR) (Aguilar y cols.,1995). La mutacién
de residucs homélogos unidos al poro en K;; 1.1 (Lu y MacKinnon, 1994) y K, 6.2 (Shyng y
cols., 1996), demostraron que la forma K;, 6.2 forma el poro del canal en una forma analoga a la
formacion de otras subunidades K;, y la subunidad SUR le da una cierta afinidad a nucleatidos.
Esto sugiere una asociacion fisica entre K;; 6.2 y SUR y abre la posibilidad de que estos canales
posiblemente estdn regulados por asociacidn con una proteina reguladora (McNicholas y cols,,

1996).

5. Ovocitos de Xenopus laevis como Sistema de Expresion Heterdloga de Canales Idnicos.
Xenopus Ilaevis es una especie de rana originaria de Sudafrica, caracterizada por una

ovogénesis continua. Por tal motivo, estas células se han utilizado ampliamente como sistemas de

expresién heterdloga de diversas proteinas transmembranales. En las hembras Xenopus cada

ovario esta formado de 24 lébulos, los cuales varian su tamafio segln la estacion. Los ovocitos se
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maduros, correspondientes a los estadios V y VI, presentan un didmetro promedio de 1.2 mm, y
se caracterizan por presentar dos hemisferios claramente delimitados, denominados polo animal
{obscuro) y polo vegetal (claro). Ademas de su Optima expresion protéica, la razén por la que se
utilizan ovocitos maduros para estudios de expresion funcional, es que su tamafio permite
microinyectarlos en forma individual y su manejo por separado.

Los ovocitos de Xenopus laevis se utilizaron por primera vez como instrumento para

estudiar los mecanismos de traduccion protéica en 1971 por Gurdon y cols. en Inglaterra,
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Estas células representan un valioso modelo experimental para el estudio de la relacion
estructura-funcion de los canales iGnicos. La razon de ello es su gran capacidad para manejar e
incorporar informacion genética exdgena, ademas de su capacidad para insertar complejos
receptor/canal en la membrana plasmatica. La microinyeccion de ovocitos de Xenopus ha llevado
a la expresion heterologa de numerosos canales, bombas y receptores, y a la clonacion y
caracterizacion de genes que codifican para éstos. Por otro lado, la capacidad de los ovocitos para
incorporar mRNA permite la cuantificacién de los mRNAs especificos en diferentes tejidos o
estados fisiologicos.

Algunos problemas experimentales a considerar cuando se utilizan los ovocitos como
sistema de expresion funcional son: a) la cantidad de proteina que se puede sintetizar varia de un
ovocito a otro (aiin cuando se obtengan de la misma rana), b) los ovocitos tienen DNA gendmico
cuya expresion se puede activar con la inyeccion de RNAm exdgeno. Adémas, el ovocito posee
una gran diversidad de canales ionicos enddgenos, cuya presencia potencialmente interfiere con ¢l
estudio de la funcion de los canales exdgenamente expresados.

A continuacion se describen las caracteristicas funcionales méas importantes de algunos de

los canales descritos en el ovecito.

3.1 Corrientes Endigenas del Qvocito de Xenopus laevis.

Desde etapas tempranas de maduracion los ovocitos de Xenopus laevis expresan una gran
diversidad de corrientes ionicas. Hasta Ja fecha se han identificado y caracterizado numerosos
canales enddgenos, los que incluyen: a) canales de CI' activados por Ca™ (Miledi, 1982, Miledi y
Parker, 1984, Takahashi, Neher y Sakmann, 1987), b) canales de Ca’" activados por
despolarizacion (Miledi, 1982; Barish 1983; Leonard y cols, 1987} y por hiperpolarizacion
(Parker y cols., 1984; Parker y Miledi, 1987), ¢) dos tipos de canales de Na' (Baud, Kado y
Marcher, 1982; Parker y Miledi, 1987) d) canales de CI' independientes de Ca®" activados por
hiperpolarizacién (Parker y Miledi, 1988a) €) una gran variedad de canales de K" (Peres y
Bemnardint, 1985;et al, Parker y Miledi, 1988b; Parker y Iborra, 1990), y f) canales activados por
estiramiento (Methfessel, Witzemann, Takahashi, Mishina, 1986). Cuando se intenta estudiar las

propiedades funcionales de canales ionicos exdgenos expresados en ovocitos a partir de la
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inyeccion de mRNA, la presencia de estos canales endogenos puede interferir de manera muy
importante en la interpretacion de los resultados.

Las corrientes mencionadas anteriormente estan casi siempre presentes y probablemente
tienen una funcién en el desarrollo de los ovocitos o del embrion Un ejemplo de esto es la
corriente de CI” activada por Ca®, la cual parace estar involucrada en la fertilizacion (Whitaker y

Steinhardt, 1982).

5.1.1. Corriente de CI Independiente de Ca’*, Activada por Hiperpolarizacion.

Esta corriente entrante se activa mediante hiperpolarizacion de la membrana, con un
umbral entre —100 y —110 mV. Es acarreada principalmente por iones CI, y presenta un curso
temporal caracterizado por una activacion seguida de una inactivaciéon muy lenta, que no alcanza
a ser total aun con pulsos de varios segundos de duracién. Una caracteristica impoertante es que
esta corriente de CI' no desaparece al eliminar el Ca®* externo, ni en presencia de un agente
quelante de Ca®” (EGTAY), o por la adicién de Mn*' (10 mM). Lo cual indica que esta corriente es
independiente de Ca®* externo, por lo tanto es diferente de la corriente de CI' transitoria
dependiente de Ca?’ (Peres y Bernardini, 1983; Parker y cols., 1984).

Este canal es semejante a los canales de Cl activados por hiperpolarizacion descritos en
neuronas de Aplysia (Chesnoy-Marchais,1983; Chesnoy-Marchais y Evans, 1986) y de rata
(Selyanko, 1984). Llama la atencidn que esta corriente muestra una amplitud mayor cuando se
registra inmediatamente después de que los ovocitos se han disecado del ovario, y desaparece casi
completamente después de que los ovocitos se han mantenido en un medio de cultivo (medio
Barths a 16°C) por pocos dias. Este comportamiento puede indicar que el ovario produce algun
2107 Gul suve pas icpuial g acividad runcional de los canales de CIY, o su expresion en la

membrana,

5.1.2. Corriente de CI Inducida por Ca’*.

La despolarizacién de la membrana provoca la aparicion de unma corriente saliente
acarreada principalmente por CI', y cuyo potencial umbral de activacion se encuentra alrededor de
0 mV (Miledi, 1982; Barish, 1983). A voltajes cercanos al potencial de equilibrio def K" (-100

mV, en solucion Ringer) esta corriente de CI' es francamente entrante, y su amplitud disminuye
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conforme el potencial se vuelve mas positivo, para invertirse aproximadamente a —20 mV, lo cual
es muy cercano al potencial de equilibrio del CI” en el ovocito, apoyando 1a idea de que es
acarreada fundamentalmente por CI' (Kusano y cols 1982), Una caracteﬁstiéa de esta corriente es
que su amplitud disminuye significativamente con la inyeccion intracelular de EGTA (Peres y
Bernardini, 1983; Parker y cols, 1984). Tal comportamiento sugiere que la activacion de esta
corriente depende de la concentracion de Ca®" libre intracelular, la cual incrementa
transitoriamente por el ingreso de Ca’" a través de canales de Ca® dependientes de voltaje. Con el
fin de probar esta hipotesis, Miledi (1982) fue capaz de bloquear la corriente al quitar ¢} Ca™ dela
solucién externa, o mediante adicion de agentes bloqueadores de canales de Ca®. Mas tarde
Miledi y Parker (1984) demostraron que esta corriente de CI' también se puede activar por la
inyeccion de Ca®” intracelular, en ausencia de cualquier cambio en el potencial de membrana. De
hecho, la inyeccién de Ca®" induce corrientes de CI' de mayor amplitud gue las obtenidas con
pulsos despolarizantes. Por otro lado, la inyeccidn intracelular de Ba®* (25 pM) o Sr¥ (60 pM)
también activa estos canales, aunque de manera menos efectiva que el Ca®’, mientras que el Mg*’

no provoca efecto alguno (Miledi y Parker, 1984),

5.1.3. Corriente Saliente de K Activada por Hiperpolarizacion

Parker ¢ Ivorra {1990) describieron una corriente de K' activada por despolanizacion, ia
cual presenta un umbral de activacion de +80 mV. Esta corriente se caracteriza por un curso
tempeoral transitorio, determinado por una fase de activacidn (tiempo al pico entre 10 y 100 ms),
seguida de una de tnactivacion, las cuales son dependientes del potencial de membrana y del
tiempo. La amplitud de la corriente alcanza su valor maximo (~ 700 nA) alrededor de +50 mV.
Contraria o lo ppa moactes 1n cordente do CF 22ivads pow lipuapuiaiicaciin, esta custienle se
empieza a observar después de aproximadamente cinco dias de incubacion. Su amplitud es
independiente de [Ca®7), por lo cual no se afecta por los bloqueadores de canales de Ca** o por
quelantes del Ca*” como EGTA. Las caracteristicas de esta corriente de K* son muy distintas a las
corrientes de K* transitorias salientes reportadas en diversas preparaciones. Entre la diferencias
mas importates se encuentran que [a corriente del ovocito sélo se activa con grandes

despolarizaciones, su sensibilidad al tetraetilamonio es significativamente menor, y es insensible a
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4-aminopiridina. Otra caracteristica inusual de esta corriente de K* es que no es bloqueada por

Ba®* 0 Cs’, los cuales generalmente bloquean a estas corrientes rectificadoras tardias.

5. 1.4. Canales Activadas por Estiramiento.

Los canales activados por estiramiento (SA) son transductores mecanoeléctricos, los
cuales pueden servir como una via independiente para el transporte de Ca’" al interior celular. La
mayoria de las membranas celulares expresan este tipo de canales idnicos, los cuales se abren
cuando aumenta !a tensién en ta membrana (Sachs, 1988, Morris, 1990). Con base en sus
propiedades de permeabilidad los canales SA se clasifican en dos grupos: a) catiénicos no
selectivos y b) selectivos a K'. Los canales SA no selectivos se bloquean por Ca** (Cooper y cols,
1986; Yang y Sachs, 1989} y otros cationes divalentes, como Zn®", Ni**, Mn®", Co*' y Cd*" (Rae y
Mathias, 1987) y gadolinio (Yang y Sachs, 1988). En contraste, los canales SA selectivos a K’
son considerablemente mas permeables al K* que al Na' (Sidgurson y cols., 1987, Dings y cols,,
1988); y se bloguean por Cs* y Ba®*, En estos canales SA los tiempos de apertura son mayores en
presencia de Na” que en Ca®'. Este efecto muestra una clara dependencia de la concentracion, y es
totalmente independiente del voltaje.

La densidad de canales SA varia entre 0.3 y 2 por um™ (Sakmann y cols., 1985). Esto
indica que los canales activados por estiramiento pueden representar una fraccidn importante para
la entrada del Ca”", ya que ademas estos canales son dependientes de voltaje y se abren con
voltajes despolarizantes (Guharay, 1983). A nivel unitario, la actividad de los canales SA se puede
confundir con la que muestran los canales Ca®" dependientes de voltaje, por lo cual se utiliza el
Gd**, el cual bloquea los canales activados por estiramiento en concentaciones de 10 uM (Xian-

Lheng y cols 195Y).

5.1.5 Corriente de K" Rectificadora Entrante (Kg-gvpo)-

El primer reporte de la existencia de Kir.g.ao aparecio en el trabajo de Kubo y cols. {1993),
en el cual presentaron la estructura primaria y la expresion funcional del primer ¢lon de un canal
de K’ rectificador entrante (mIRK 1), obtenido a partir de una linea celular de macrofago de ratén.
En ese estudio Kubo y cols. reportardn la presencia ocasional de una corriente rectificadora

entrante en ovocitos de Xenopus sin inyectar (nativos), la cual no fue afectada por la adicion de
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100 uM de Ba™ en la solucién externa. En un trabajo mas reciente del mismo grupo, Kirkndo 5€
observo en ovocitos de rana Xenopus inyectados con cRNA que codifica para una proteina G
exogena (Gaiz, Br, 12} (Kubo et al,, 19934).

Mas recientemente, Tzounopoulos y cols. (1995) encontraron que la expresion de BIRS
(miembro no conductor de la familia de los Ky) induce la expresion de una corriente endogena
que despliega un curso temporal muy similar al de Kir.gndo.

Schreibmayer y cols. {1996) reportaron que en ovocitos de Xenopus inyectados con los
clones de la proteina G acoplada con el canal rectificador entrante GIRKI1 y del receptor
muscarinico m2R, existe una corriente endogena de K* dependiente del tiempo. En este trabajo,
tal corriente se evidencid elevando [K™], de 2 a 96 mM y a un potencial de membrana de —80 mV.,
A pesar de que Kj guo Se caracteriza por su dependencia temporal, es interesante que dicha
corriente no se bloqueara en presencia de 300 uM de Ba™" en la solucion externa, sugiriendo la
posibilidad de que se tratara de Ky ggo.

Hedin y cols. recientemente (1996) clonaron una subunidad de un canal de K rectificador
entrante a partir de ovocitos de Xenopus laevis, que por su similitud estructural con Cr se
denomind Xm. Esta proteina potencia la expresion de GIRK1 en ovocitos. Si esta subunidad de
canal es una parte funcional o constituye Kj.guo €5 algo que no se ha estudiado hasta el momento.

Recientemente Amarillo y cols. (1996) presentaron a la Biophysical Society evidencias de
la presencia en ovocitos de rana Xenopus laevis, de una corriente de K rectificadora entrante,
transitoria e insensible a Ba® que se potencia con la exposicién de los ovocitos a agentes
reductores permeantes en la membrana.

Finalmente, Bauer y cols. (1996) describieron por primera vez las propiedades funcionales
Mas IMPOTTANIES Ut MirEndo. Sins wiGaiSS, 7 5202 2 ave en tal estdio se describen la dependencia
al [K'L, la relacion corriente-voltaje, el curso temporal del decaimiento, la inactivacion
estacionaria, y el efecto de diversos bloqueadores de K;’s, no se presenta un perfil biofisico
completo de las propiedades de permeabilidad y cinética de apertura y cierre del canal Ky gog,. Por
lo que la identidad del canal responsable permanece como una incdgnita. Por otro lado, tampoco

se dan las bases para suponer la posible estructura de la proteina responsible de esta corriente.
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Asi, en la presente tesis presentamos el perfil biofisico completo de K; g0, Consistente en:
a} curso temporal de Kg.enpo b) cinética estacionaria de Kr.pnpo, ©) sensibilidad de Kr.exno al

bloqueo por Ba® externo
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OBJETIVO GENERAL.

. . . . +
Identificar y caracterizar el canal responsable de la corriente rectificadora entrante de K
presente en ovocitos maduros de rana Xenopus laevis. Para tal fin se registro la corriente a nivel

celular mediante la técnica de fijacion de voltaje con dos microelectrodos.
Objetives Especificos y Diseiio Experimental,

Objetivo #1. Aislar el componente debido a Ki.pwe de fos componentes lineales por fuga
inespecifica y capacidad eléctrica. Con el fin de deseribir el perfil funcional de Kiguo fue
necesario primero separarla de otros componentes que contribuyen a la corriente de membrana
registrada en nuestras condiciones experimentales.

a) Corriente capacitiva.- Debido a la gran amplitud y lento curso temporal que la
corriente capacitiva tipicamente tiene en los ovocitos, no se pudo eliminar con los
métodos tradicionales de resta en linea (p.e. protocolo p/-4). Para evaluar el curso
temporal de Ky, 12 corriente capacitiva se elimind digitalmente, mediante la resta
fuera de linea de una funcién exponencial ajustada a los datos.

b Corriente de fuga.- No se utilizd el protocolo p/-4, debido a la posibilidad de que K.
Endo pudiera estar presente en los prepulsos, generando con ello artefactos de resta.
Para eliminar Ia corriente de fuga se midio la resistencia de la membrana mediante ta
aplicacién de pulsos a diferentes voltajes inmediatamente despuds de que Kign, $€

inactivo completamente,

Objetivo #2. Definir las propiedades de permeabilidad de Ki.gns,. Las propiedades de
permeabilidad de Ki a4 se definieron con base en el estudio de su rectificacidn, dependencia al
[K™ )., selectividad y mecanismo de conduccion idnica a través del canal.
a) Propiedades de rectificacion.- La rectificacion de Kigneo se evalud mediante el registro
de la corriente con pulsos de voligje a diversos potenciales de membrana, durante 80 ms, y
a partir de un potencial de mantenimiento (HP) de 0 mV. Este valor de HP se establecio

con el fin de evitar el registro de los canales cuya inactivacion fuera sensible a voitaje. La
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determinacion de la relacién entre la amplitud de la corriente, tanto al pico como al final
del pulso (tardia), con el potencial de membrana permitio cuantificar a rectificacion de Ky
Endo.

b) Dependencia al {K [, Kir.inao 5€ registro en presencia de diferentes concentraciones de
[K')o. (ver material y metodos). Kizme S¢ registrd con el protocolo descrito
anteriormente, en cada una de las concentraciones mencionadas. Asimismo, se evalud la
amplitud de Kir.gnto tanto al pico come tardia, en funcién al potencial de membrana.

c) Selectividad de Conduccion. La comprobaciéon de que Kiguo €5 en efecto un canal de
K" se fundament6 en la medicion del potencial de inversion aparente y su evaluacién en
funcién del [K'].. Los valores experimentales se compararon con los que predice la
ecuacion de Nernst para un canal perfectamente selectivo al K'.

d} Conduccion del K, Bl mecanismo de conduccion del K* a través de Ki.pugo, s¢ evalud a
partir de la identificacion el tipo de funcion que define la dependencia de la conductancia
pendiente (medida s6lo en el rango de voitajes en donde la corriente se comporta en forma
ohmica) de {a [K"],. La ecuacion que mejor describio los datos experimentales nos dio los

parametros de conduccion.

Objetivo #3. Describir la cinética de apertura y cierre de Ki.g.4,. La cinética de apertura y cierre
de Ki g se definid mediante la cuantificacion de sus dos pardmetros fundamentales: a) curso
temporal de los procesos de activacion e inactivacion, b) su dependencia del voltaje en el estado
estacionario,
a} Curso temporal - El curso temporal del proceso de activacion se cuantificd mediante la
medicién de la constante de activacién v sn denendencia 2on 2l vglujn e dilerentes
[K'].’s. Similarmente, el curso temporal de la inactivacion se analizé ajustando una
funcion exponencial al decaimiento de la corriente, midiendo su constante de tiempo y
evaluandola en funcion al voltaje en diferentes [K'],’s. Asimismo, el curso temporal de la
recuperacion de! estado inactivado se estudié mediante Ia medicion de la amplitud maxima
de Ki.gno registrada a intervalos variables después de que se indujo su inactivacion,
b) Dependencia del voltaje en el estado estacionario.- La dependencia del voltaje del

pardmetro de activacion se determind mediante el analisis de la relacion entre la
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conductancia cuerda, medida en diferentes [K'l,’s, y el potencial de membrana. Ei

parametro de inactivacion se evalud con el tradicional protocolo de doble pulso.

Objetivo & 4. Determinar la sensibilidad de K, pna, al blogqueo inducido por Ba’ externo.-~ El
blogueo de Ki.no inducido por Ba® extracelular se definié en términos de su dependendencia del
tiempo y del voltaje,
q) Dependencia def tiempo .- La dependencia temporat del bloqueo de Ki.gag, inducido por
Ba’ externo se estudio mediante la medicion de la amplitud de la corriente pico y tardia,
en presencia de diferentes [Ba®'],’s.
b) Dependencia def voltaje - El comportamiento de la fraccion de corriente resistente al
bloqueo en funcion del potencial de membrana a diferentes [Ba’},’s, permitié evaluar la
dependencia del efecto del Ba™ del voltaje. Este analisis s¢ realizo tanto en la cortiente

pico como en la tardia.
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MATERIAL Y METODOS

Obtencidn de los ovocitos

Los experimentos se realizaron en ovocitos de ranas adultas de Xenopus laevis. Las ranas
se anestesiaron por inmersidn en una solucion de MS-222 al 0.17 % (ac.3-aminobenzdico, eter
etilico y metano sulfonato, Sigma Chemical Co, St. Louis, MO). $e hizo una incision abdominal
de aprox. 1 cm de longitud. Se disecaron los 10bulos ovaricos y se colocaron en una solucién
ND96 (ver tabla 2). Los ovocitos en etapa de maduracion entre Vy VI (de 50 a 100 por rana) se
disecaron, y se colocaron en una solucién estéril de ND96, suplementada con gentamicina y
estreptomicina (50 pg/ml y 100 unidades/ml, respectivamente) con el fin de evitar la
contaminacion por bacterias y/o hongos. La capa folicular fue removida mecanicamente mediante
la utilizacién de forceps o pinzas de punta fina. Se les dio un tiempo de recuperacién de entre & y

8 horas a 18°C en la solucién ND96 suplementada,

Registro de K gndo.

La corriente de membrana se tegistré con la técnica de fijacidon de voltaje con 2
microelectrodos (Miledi R, 1982), cuyo fundamento se ilustra esqueméticamente en la Figura 6.
Los ovocitos se colocaron en una cimara de perfusion continua con solucion Ringer (1.5 ml/min a
33-25°C).Los microelectrodos se fabricaron con vidrio de borosilicato (World Precision
Instruments, Sarasota, FL). Las pipetas tuvieron un didmetro en la punta de cerca de | pm. Una
vez llenos con una solucidén de KCl 3M, tuvieron una resistencia que vari6 entre 0.5 - 5 MQ. La
insercion de los electrodos y la medicion de las propiedades pasivas (potencial de reposo y
resistencia de la membrana) se llevo a cabo en SOIUCION KINKEE! HULLIT & LEUPS: aluia anbiviic.,

La Ipg.ento S€ Tegistrd en 55 ovocitos de 8 ranas distintas. La mayoria de los registros se
llevaron a cabo en Ja solucion control (ver tabla de soluciones). Para los experimentos de
selectividad para el K*, Ki.gqq, 5€ registrd en presencia de diferentes [K']o’s (20, 50, 75, 100 y 125
mM). Para ello el KCI se reemplazé por NaCl. Para explorar el efecto del Na' extracelular sobre
KR-endo, 8¢ utilizo una solucion sin Na*. Para el estudio del blogueo por el Ba®" extracelular sobre
Kkt S€ agregaron diferentes concentraciones de Ba™* (0.3, 0.5, 1, 3, 7 mM) en la solucion del

bafio la cual se perfundié constantemente con la solucién control. Para identificar Kg.engo cOMo
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diferente de las corrientes rectificadoras activadas por estiramiento (Iss), se utilizd GdCh,
bloqueador selectivo de Isa, a concentraciones que variaron entre 10 - 50 uM en la solucién de

perfusion.

Ve

Vm —_‘—“

Figura 6, Fijacion de Voltaje con dos Microelectrodos, Diagrama de la configuracién de registro de la corricnte
de membrana, El microelectrodo de la izquicrda midié ¢l potencial membranal (Vm), como la diferencia de
petencial entre ¢l interior celular y cl baifo (tierra). El electrodo de 1a derecha inyecté 1a corricnte necesaria para
mantener en cero la diferencia entre Vm y el potencial comando (Vc), esta corriente correspondid a la corriente de
membrana.

Los electrodos de registro se insertaron al mismo tiempo, preferentemente sobre el polo
animal. Una vez insertados, y con el fin de evitar interferencias capacitivas (stray capacitance)
entre los microelectrodos, se colocéd entre ellos un escudo metalico (cobre) conectado a tierra.
Con el fin de obtener el maximo blindaje, el escudo se colocod a una altura de 1 - 2 mm de la
solucion del bafio. Los microelectrodos se conectaron al amplificador de registro (Geneclamp
500, Axon Instruments, Inc) mediante pastillas de Ag/AgCl. Con el fin de evaluar el estado del
ovocito, el potencial de membrana se registrd continuamente durante el curso del experimento.
Para el registro de la corriente de membrana se utilizaron diferentes protocolos de voltaje (ver
més adelante) generados con una computadora personal compatible con IBM 486DX2 de 50
MHz. Las sefiales de corriente y de voltaje se digitalizaron mediante un un convertidor digital-
analégico/analogico-digital de 12 bits (TLM-1, Labmaster, Axon Instruments, Foster City, CA).
Las sefiales digitalizadas se almacenaron en la computadora personal y analizaron mediante

diferentes programas comerciales (pClamp v. 6.0, Excel v. 5.0, y Origin v. 3.5).
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Protocolos de Voltaje Utilizados para el Registro de la Corriente de Membrana.

1. Protocolo para el registro de la corriente con rectificacion entrante. A partir de un
potencial de mantenimiento de 0 mV se aplican pulsos despolarizantes de 80 ms de
duracién desde un potencial de -160 hasta +70 mV en pasos de 10 mV. El propésito
de este protocolo es el de activar una corriente de rectificacion entrante, observando la
corriente al pico y dando un pulso de 80 ms de duracién para conocer que tanto decae

la corriente durante su estado estacionario.

80 ms

A
v

+70 mV b
OmV -

=160 mv >

2. Protocolo de doble pulso para analizar la inactivacion de la corriente entranie
dependiente de voltaje, Este consiste en aplicar un protocolo de doble pulso, partiendo de un
potencial de sostenimiento de 0 mV se aplica un prepulso de -140 mV hasta 0 mV en intervalos
de 5 mV con una duracién de 500 ms. Posteriormente se da un pulso de prueba partiendo
nuevamente de 0 mV hasta -140 mV con una duracién de 240 ms. Con este protocolo se observa
primero la activacion de 1a corriente cudlgui y und vez activadne Ins canales v que se alcance el
estado estacionario se aplica el segundo pulso con el propésito de observar la inactivacion en el

estado estacionario.

ImV —p
=140 mV
—_——
-+ » —P>
300ms 240ms
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3. Protocolo de doble pulso para analizar la recuperacion de la inactivacion de la
corriente entrante, A partir de un potencial de mantenimiento de 0 mV se aplica un pulso
despolarizante de -160 mV con una duracion de 160 mseg. Posteriormete el prepulso y el pulso
de prueba tienen un periodo de recuperacién a 0 mV durante 30 ms, El pulso de prueba tiene una
duracién que va incrementandose en un rango de 30 y 200 ms a un potencial de -160 mV. Con
este protocolo de doble pulso se observa la inactivacion de los canales y la recuperacion de la
corriente dependiente de tiempo. Para poder visualizar de manera méas completa esta recuperacion
de la inactivacion de los canales en el tiempo se realizd otro protocolo de doble pulso pero ahora
con una duracidn del prepulso de 800 ms y un pulso de prueba de 400 ms, mientras que la
duracion del interpulso tuvo una rango entre 0.3 y 2.4 seg. Partiendo de un potencial de

sostenimiento de 0 mV hasta -160 mV.

160 ms 30 ms 08ms 04 ms

«—>
0 mv < - &

-160 mV

Tabla 2. Soluciones experimentales (concentraciones expresadas en mM, a menos que se especifique).

COMPOSICION _ SOLUCION
ND96 Ringer Control Sin Na* Sigworth
Normal
NaCi - 17 43 - -
N-metil-glucamina - - - 48 -
| KCl 2 15 50 50 10
K DL-Aspartato - - - - 140
CaCl, i8 1.8 0.2 0.2 10
MgCl, 1 - 1 i -
HEPES 5 5 5 5 -
Gentamicina 50 (pg/ml) - - - -
Estreptomicina 100 (U/mi) - - - -

Todas las soluciones se ajustaron a pH = 7.4 y sc usaron a temperatura ambiente.
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RESULTADOS

CAPITULO 1
RESTA DE LOS COMPONENTES LINEALES

Resta Analdgica con el Protocolo p/-4.

Con el fin de restar los componentes iénicos lineales (corriente de fuga) de la corriente de
membrana, se probaron dos métodos. El primero consistid en la resta analogica en linea mediante
el uso del tradicional protocolo p/-4. La Figura 7 muestra un resultado representativo de uno de

estos experinmentos.

A

80 ms 10 ms

2500A|

25 ms

Figura 7. Resta Analdgica de los Componentes Lineales con el Protocolo p/-4. A. Los componentes lineales
capacitivo y ibnico se restaron analégicamente con el uso del protocolo ilustrado cn la parte superior. Los trazos de
corriciie obtenidos durante los prepulsos a +10 mV se promediaron, se escalaron por un factor de 4 y el resultado
se resto del trazo de corriente obtenide durante ¢l pulso de prueba (-160 mV). B. El resultade de tal resta consistio
en una familia de trazos compuestos de corricnte idnica ne lineal (principalmente Kir godo)-
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Este protocolo consistié en la aplicacion de un tren de 4 prepulsos a partir de un HP de 0
mV, con una amplitud +10 mV, separados entre si por intervalos de 10 ms, y con una duracion
igual a la del pulso de prueba (80 ms). Al final de este tren se aplico un pulso de prueba a
diferentes potenciales de membrana. Excepto para el registro que se muestra en la figura, la
adquisicion de la sefial se inicid al aplicar el pulso de prueba. La corriente registrada duranie el
tren de prepulsos se promedio, se escalo por un factor de 4 y se sumd al trazo de corriente
adquirida durante el pulso de prueba. El resultado consistié en un trazo de corriente compuesto
exclusivamente por corriente ionica no lineal (Ki.gnso), €limindndose con este procedimiento fa
corriente capacitiva lineal y la corriente ionica de fuga.

Desafortunadamente, debido a que la rectificacion de Kicgago no fue absoluta (a potenciales
por arriba de Ex siempre se registré corriente saliente) su amplitud fue igual a cero solo cuando
V. coincidio con el potencial de inversion de Kirgndo. De tal forma, siempre existio la posibilidad
de activar alguna fraccion de esta corriente al aplicar los prepulsos. Por lo tanto, al restar el
promedio de la corriente obtenida durante los prepulsos con la corriente del pulso de prueba, se
generaron artefactos que impidieron la correcta interpretacion de los resultados. La familia de
trazos obtenida con este método de resta que se muestra en el panel B de la Figura 7 confirmo tal
suposicion. El curso temporal de la activacion se vio interrumpido por residuos no lineales de la
capacidad del ovocito, cuyo origen no se investigd. Por otro lado, y de mayor impacto para
nuestro estudio, fue que €l curso temporal del decaimiento de la corriente se deform¢ a tal grado
que cambio su direccién hacia el sentido saliente. Esta observacion confirmé la idea de que

durante los prepulsos se activé alguna fraccion significativa de Kigndo.

Resta Digital de la Corriente de Fuga.

Con base en lo anterior se decidio probar un método alternativo para restar los
componentes lineales de la corriente de membrana. Este método consistio en restar digitalmente y
fuera de linea los componentes lineales debidos exclusivamente a la corriente de fuga. Solo en
casos particulares, como en el anlisis del curso temporal de Kivguo, se elimind fa corriente

capacitiva, La Figura 8 muestra el fundamento de este método.
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El registro de la corriente de fuga se realizé con el protocolo de pulsos ilustrado en la

parte superior del panel A de a Figura 8. Este protocolo cansistié en la aplicacion de un prepulso

a -140 mV durante 3 s con ¢l fin de activar K.z €n su totalidad y ademas permitir su méaximo

decaimiento (suponiendo que es completo). Inmediatamente después se aplicd un pulso de prueba

con una duracidn de 200 ms, a diferentes potenciales de membrana. Durante este pulso se registro

una corriente, cuya amplitud exhibid un comportamiento perfectamente ohmico. Al final del pulso

de prueba también se observd la activacion de una corriente con propiedades de rectificacton

saliente. Por este motivo se midio la corriente de membrana inmediatamente después de haberse

completado la relajacién de la corriente capacitiva transitoria. Su amplitud se graficd en funcién

del potencial de membrana, y el resultado se ilustra en el panel B de la Figura 8.
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Figura 8, Medicidn del Componente Iénico Lineal
de la Corriente de Membrana. A. La corricnte de
fuga se registrd con el protocole ilustrado en la parte
superior. A partir de un HP de 0 mV s¢ did un
prepulso a -140 mV, durante 3 s, scguido de un
pulsﬂ de prucba durantc 200 ms a diferentes

pu.lso de prucha mcdlda mmedmtamcmc después de
1a relajacion del transilorio capacitivo, se praficd en
funcidn del voltaje. El valor de la R, s¢ obtuvo dc la
pendientc de la recta ajustada a los puntos
experimentales.



La pendiente de la recta ajustada a los puntos experimentales reflejo directamente la
conductancia de la membrana, la cual tuvo un valor de 4.08 nA/mV (4.08 pS). El valor del
reciproco de la conductancia fue equivalente a la resistencia de la membrana (R,), y fue de 245
MQ. Con este valor y aplicando la ley de Ohm (I=V/R) se resto digitalmente una corriente
proporcional al V. El resultado de tal procedimiento se ilustra en la familia de trazos mostrada en
el pane! A la Figura 9. Este método resulté ser significativamente mas confiable, especialmente
para evaluar fa real amplitud y el curso temporal de Kirenso. Por lo tanto, los resuftados que se
muestran ¢n la presente tesis se procesaron con este método, Como se mencion6 anteriormente, la
corriente capacitiva se restd solamente cuando estudiamos el curso temporal de Ki.gno. El

método de sustraccién de la corriente capacitiva se describe en la seccidn correspondiente.
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CAPITULO 11
PROPIEDADES DE PERMEABILIDAD DE Kirewo

Rectificacion Entrante.
En la Figura 9 se muestra una familia de trazos representativa de la corriente de
membrana, registrada en ovocitos de Xenopus laevis bajo condiciones de fijacion de voltaje y en

presencia de 50mM de K en la solucion del bafio (solucidn control).

A

+70 mV
omv

160 mV

~— 80 ms —»

Figura 9. Rectificacién Entrante de Kr. ondo-
A. Familia dc trazos obtenida después de
restar los componentes lineales de fuga, La
B corriente de membrana se registrd en

: T )
Potencial de Membrana (mV) presencia de 50 mM de [K'),, a diferentes
potenciales, y mediante el protocolo de

< -160 80 0 80 pulsos ilustrado en 1z partc superior. B.
= 0.0 i ) Relacién I - V de las corriente de membrana
b ) medida al pico (circulos ncgros) y al final
5 del pulso {circulos blancos).

£ 02

o

o
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Como se menciond anteriormente, los componentes idnicos lineales se restaron
digitalmente mediante el uso de la ley de Ohm y con el valor de Ry La parte superior del panel A

de 1a Figura 9, se ilustra el protocolo de pulsos que se utilizd para registrar la corriente, el cual fue
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muy similar al utilizado cominmente para registrar Ki’s. La corriente se obtuvo a partir de un
potencial de mantenimiento de 0 mV y mediante la aplicacion de pulsos a diferentes valores de
potencial (desde -160 hasta +70 mV, con incrementos de 10mV) y con una duracidn de 80 ms. El
valor del potencial de mantenimiento se fijo en 0 mV con e fin de favorecer la inactivacién de las
corrientes sensibles a voltaje. Cuando se aplicaron pulsos a potenciales més negativos de -90 mV,
y posterior al decaimiento del transitorio capacitivo inicial, se observo una corriente entrante cuya
amplitud aumenté de manera dependiente del tiempo, la cual aicanzé un valor maximo después de
aproximadamente 12 ms, seguida de un decaimiento mas lento. El pico de la corriente (~ 230 nA)
a 70 mV por debajo del potencial de inversion (Er = -25.9 mV) mostrd una amplitud
considerablemente mayor que la observada en direccion saliente (~ 80 nA) a 70 mV por arriba de
Eg, lo cual sugirié que esta corriente correspondia a una de K’ con propiedades de rectificacion
entrante, es decir, a Kinizato. La rectificacion entrante de Kivpado 5€ ilustra mejor en la relacion [-V
que se muestra en el panel B de la Figura 9. La corriente al pico, medida como la maxima
corriente entrante, desplegé propiedades de rectificacion entrante a potenciales de membrana
negativos 2 Eg. La corriente tardia medida como la corriente al final del pulso de 80 ms, exhibid
un comportamiento mas complejo, dado por una doble rectificacion (notese la regidn de pendiente
negativa a partir de -100 mV). El decaimiento de la corriente, observado en las curvas I-V como
la diferencia entre ¢l pico y la corriente tardia, se evidencid a potenciales negativos a -100 mV.
Estos resultados nos indican que la corriente registrada en ovocitos de Xenopus en las

condiciones experimentales descritas, correspondid a Kigado.

Dependencia de la Amplitud de Kiy.gng, de la [K'),.

Con el fin de probar la naturaleza idnica de Ki.pwo S investigd la dependencia de la
amplitud de la [K'],, para lo cual se registrd la corriente en presencia de auerentes
concentraciones de K externo (20, 50, 75, 100 y 125 mM). Los resultados de los experimentos
realizados en algunas de estas concentraciones se muestran en la Figura 10. En el panel A se
ilustran las corrientes registradas en 20, 50 y 75 mM de [K*)., y con el protocolo de pulsos
ilustrado en la parte superior (incrementos de 10 mV}. Conmforme aumentd la [K'],, la amplitud
de Krouo aumentd, el tiempo en alcanzar el valor maximo de cortiente (tiempo al pico) fue

aparentemente menor, y la velocidad de decaimiento mayor. En ¢l panel B se muestra la relacion
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I-V de la corriente pico (circulos negros) y tardia (corriente medida al final del pulso, circulos
blancos), en las diferentes [K'],’s utilizadas. Las relaciones I-V permiten observar como ia
amplitud de la corriente en direccion entrante crecié y el Ex se corrid hacia potenciales positivos
conforme la [K'], aumenté. Cabe destacar que la amplitud de la corriente saliente no mostrd
cambios significativos. Independientemente de la [K'), utilizada, la amplitud de la corriente
saliente permanecié en valores practicamente despreciables. La amplitud del decaimiento de la
corriente (medido como la diferencia entre la cortiente pico y la tardia) permanecid practicamente
sin cambios (alrededor de un 60% de decaimiento a -140 mV). Sin embargo, conforme [K'],

aumenté la regién de pendiente negativa de la corriente tardia se hizo mas evidente.

+70 mV
A dmV
-160 mVv
20mM
S s A
; Potencial de Membrana (mV) Potencial de Membrana (mV) Potencial de Membrana (mV)
B -160 -80 0 -160 -80 0 160 -RD 0
{ -100 -100 -100
-200 =200 2200
W - -0
{ i
400 =400 400
Amplitud de Amplitud de Amplitud de
Corriente (nA) Corriente (nA) Caimiente (nA)

Figura 10, Dependencia de la Amplitud de Kygua del [K']. A. Familias de trazos de Ki.guo registrados en
presencia de 20 (izquierda), 50 (centro) ¥ 75 (derccha) mM de [K'],. Ki-gdo S¢ registrd con el protocolo de pulsos
que se ilusira cn ta parte superior de la figura (incrementos de 10 mV). B. Relacion [-V de la corriente pico
(circulos negros) y tardia (circulos blancos) correspondiente a cada [K'],.n=55. Las barras indican ¢l ES.
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La selectividad de Kig por K se evalud mediante la medicidon cuidadosa del Eg

aparente en presencia de 20, 50 y 100 mM de {K'].. El resultado se muestra en la Figura 11.
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Figura 11. Selectividad de K por ¢! K. A. Relacidn 1-V obtenida en 20 {circulos ncgros), 50 (circulos
blances), y 100 (tridngulos blancos) mM de [K'],. Er se determiné por el valor de potencial en el cual el ajuste
polinomial (linea continua) de los dates experimentales (simbolos) cruzé el ¢je del voltaje. B. Eg graficado en
funcién de 1a [K'],. La regresion lineal (linea continya) de los datos experimentales {(circulos NEETos) tuvo unz
pendiente de 48.5 + 4.8 mV. La prediccidn de la ecuacién de Nernst (linea discontinua) fue de 58 mV.

El valor de Eg se determing identificando el punto en el que el ajuste de una funcidn
polinomial a los datos experimentales cruzd el eje de! voltaje (panel A, Figura 11). El valor de Eg
fuede-50+£5.7mVen20mM (@@ =9),-27+48mVen 50 mM (n=25), 21 £ 5.6 mVen 75 mM, (n =
Hy-17£26 mVen 100 mM {n = 4) de {K'].. Es evidente que el valor de Eg se corrié hacia
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por una razdn de 48.5 4.8 mV por cada decena de cambio en [K'], (panel B, Figura 11). Este
valor fue razonablemente cercane al predicho por la ecuacién de Nernst de 58 mV por cada
decena de cambio en [K'], para un electrodo selectivo a K'. Este resultado indicé que K g4, fue
acarreada principalmente, pero no exclusivamente por K'. Ohmori (1978) y Harvey y Ten Eick
(1979) reportaron que posiblemente el idn Na™ puede pasar por los canales Kg, 1o que explicaria

porque la selectividad de Kr.cdo por K nto es predicha totalmente por la ecuacion de Nernst,
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La conductancia pendiente (guope) en ¢l rango donde Ki.g.g, se comportd linealmente
(entre -140 vy -80 mV), también mostrd una dependencia significativa de la [K'], (datos no
mostrados). Cuando gus. se analizé como funcion logaritmica de la [K'],, los datos

experimentales se comportaron de acuerdo con la siguiente expresion:

Zetope = C- (Ko’ )

donde la constante C tuvo un valor de 0.36 + 0.13 nS, y el exponente a fue de 0.57 £ 0.07. Al
igual que para otros K;’s, este tipo de mecanismo de conduccién idnica indicd que el poro del
canal de Ki a0 €5 simultaneamente ocupado por miltiples iones de K* (Hille y Schwarz, 1978,

Sakmann y Trube, 1984).
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CAPITULO I11
CURSO TEMPORAL DE Kgewno

Fase de Activacion.

Numerosos reportes indican que el proceso de activacion de los canales K+ se encuentra
formado por dos componentes. El primero es un componente instantaneo, independiente del
tiempo y del voltaje. Este componente refleja la probabilidad de apertura de:l canal en el estado
estacionario, la cual es diferente de cero. Al cambiar el potencial hacia valores mas negativos que
el Eg, se induce un aumento en la fuerza impuisora o también llamada fuerza electromotriz por lo
que aumenta la amplitud de su corriente, generando asi este componente. El segundo componente
es dependiente del tiempo (Leech y Stanfield, 1981; Kurachi, 1985), y refleja la fraccion de
canales cuya transicion hacia el estado abierto desde el cerrado es dependiente del voltaje. Esta
transicién consume tiempo (independientemente del nimero de estados cerrados previos al
abierto), determinando de esta manera el intervalo entre el inicio del segundo componente y la
amplitud maxima de la corriente. En diversas preparaciones como ovocitos de estrella de mar
(Hagiwara, Miyazaki y Rosental, 1976), muisculo esquelético de rana (Hastrin, 1981; Leech y
Stanfield, 1981), y miocitos ventriculares de cobayo (Kurachi, 1985) v de gato (Harvey y Ten
Eick, 1988) 1a porcién dependiente del tiempo del proceso de activacion sigue un curso temporal
exponencial simple, ¢l cual despliega también dependencia de la [K'],. Con el fin de estudiar el
comportamiento de la fase de activacidn de Ki-gns, se explord su curso temporal en funcion del
potencial de membrana y de la [K'},. Para tal fin, hubo necesidad de restar de la corriente de
membrana el componente debido a la capacidad de la membrana ademés de la corriente de tuga.
Para ello se utilizd €] método ilustrado en la Figura 12, el cual consistid en ajustar una funcién
exponencial a la fase de relajacion del transitorio capacitivo, extrapolada hasta el valor cero de la
amplitud de la corriente (panel de la izquierda). La curva generada de esta manera se resi¢
digitalmente del trazo de corriente de membrana. Sin embargo, y debido al considerable tamafio
del ovocito en etapas maduras (etapa V' y VI), ¢l valor de la capacidad de la membrana fue muy

grande (284 = 37 nF; n = 28), lo cual indujo corrientes capacitivas de gran amplitud y duracion (Ic
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= C dV/dt). Por otro lado, limitaciones instrumentales inevitables (p.e. poca ganancia de nuestro
amplificador) nos impidieron resolver en su totalidad el curso temporal del transitorio capacitivo.
Pulsos mayores de + 40 mV en ocasiones indujeron corrientes capacitivas que saturaron el
amplificador. Por tal motivo la sustraccién no fue perfecta. Los trazos resultantes revelaron la

presencia de remanentes que contaminaron el curso temporal de la activacion.

ajustc a l¢

Figura 12, Resta de la Corriente Capacitiva.
Corricnic de membrana compuesta por
] corriente capacitiva (Ic) y por Ki.gado- El trazo
diferencia s¢ regisird a -120 mV en presencia de 50 mM
de [K'}o. [ se elimind mediante la resta de
una funcidn cxponencial (linea punieada)
ajustada a la fasc de decaimiento de Ic ¥
extrapolada hasta cl nivel cero de corricnte.

e I

La Figura 13 muestra el curso temporal de la fase de activacion de Ki.gno una vez que la
corriente capacitiva fue removida con el método descrito. La corriente se registrd con pulsos
hiperpolarizantes & diferentes voltajes (-140 a -80 mV), partiendo de un potencial de
mantenimiento de 0 mV, en una solucién de 50 mM de [K'].. En el panel A de la Figura 13 se
muestran los puntes obtenidos mediante el método de sustraccidn recién descrito, en donde es

evidente un remanente de la sustraccidn, que se muestra con direccion saliente y con una duracion

de 2 7 ms T.a cnantificacidn de la faca da activiaridn da K. . . ca Havd 4 anbe sandinees o1 0ot

PP ingi il e e T LT

de una funcion exponencial simple (linea continua). No obstante el curso temporal de Ki.puao
durante los primeros 3 ms de la fase de activacién se vio contaminado por el remanente de la
sustraccion, se puede observar, que los datos describen un curso temporal de tipo exponencial
con bastante exactitud. Tal observacién se puede interpretar de cualquiera de las siguientes
maneras: a) la activacion de Kiogndo NO presenta componente instantaneo ; b) si existe, pero su
amplitud es muy pequefia; c) los artefactos de sustraccién impiden su visualizacion. Cuando los

valores de la constante de tiempo de activacién se graficaron en funcion del potencial de
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membrana en presencia de diferentes {K'}, (panel B, Figura 13), fue evidente que la velocidad de
activacién mostré una dependencia de voltaje monoexponencial, siendo més rapida a potenciales
negativos. Asimismo, se observd claramente que tal relacion se desplazé hacia la derecha
conforme [K'], fue mayor, sin detectarse cambios significativos en la forma de la curva. De
hecho, cuando se grafico el valor de la constante de activacidn en funcion a la fuerza impulsora
(Vn-Eg, datos no mostrados) el ajuste exponencial para diferentes [K'],’s fue idéntico. Estos
resultados indican que la dependencia del curso temporal de ia [K'], se debié fundamentalmente a

desplazamientos en el valor de Ex, y no a una genuina dependencia de la concentracién de K.

>
=

14 4

10 4

de Activacién (ms)
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-140 -120 -100 -80 -60
100 nA

Fetomcinl 42 M om brems (& ¥V )

10 ms

Fipura 13, Curso Temporal de la Fase de Activacién de Ky paso 8. Fase de activacién registrada en 50 mM de
[K*]e, a los potenciales indicados a la derecha. La corriente cero se indica por la linea herizontal punteada. Los
datos experimentales (ciculos) se ajustaron con una funcién exponencial simple (linca continua). B. Dependencia
del potencial de la constante de activacién obtenida en 20 (clrculos negros), 50 (circulos blancos) y 75 {tridngulos
negros) mM de [K'],. Los datos se ajustaron con una funcién exponencial simple, cuya v fué de 17.1 £ 2.8, 15.8 +

L e T R

2072214 Y, paa 20, 30, y 73 mv ge K |, feSpectivamente.

Fase de Inactivacion.

A potenciales de membrana muy negativos con respecto a Er otros Ki's exhiben un
decaimiento dependiente del potencial y del tiempo, ¢l cual resulta en una regidén de pendiente
negativa en la relacion I-V de la corriente estacionaria (Ohmeri, 1978; Sakmann y Trube, 1984).
Como se observa en el panel A de la Figura 14 Kirgado exhibio tal decaimiento, caracterizado por

un curso temporal monoexponencial, sin embargo su magnitud fue significativamente mayor que
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la reportada para otros Ki’s. De hecho, cuando se utilizaron pulsos suficientemente largos (> 200
ms), el decaimiento de la corriente fue practicamente completo (panel A, Figura 8). Como se
observa en el panel B de la Figura 14, la velocidad de la relajacion de Kigwo mostro una
dependencia monocexponencial def potencial de membrana (t = 3.1 £ 3.6 mV, n = 6), pero fue
independiente de la [K'],. Esto resulta evidente por la similitud de las curvas exponenciales
ajustadas a los datos obtenidos en 50, 75, y 100 mM de [K'],. Existen reportes que indican que el
decaimiento de la corriente de K;; que sigue a la activacion se explica al menos parcialmente, por
un bloquea dependiente de voltaje y de tiempo inducido por el Na” extracelular (Ohmeri, 1978,
Harvey y Ten Eick, 1989). Este mecanismo parece improbable que opere en Kign., ya que la
velocidad de decaimiento de la corriente y la regién de pendiente negativa no mostraron

diferencias significativas cuando [Na“), fue baja o ausente.

A B

-140 -140 -120 -100 .80

200 nA Potencial de Membrana (mV)

90 V
B
-100 V\// < 400
g
-0 2 300
E
a
-130 3 100
[N

50 ms

Fioura 14. Curso Temporal de la Fase de Inactivacion. A. Decaimiento de Ky.pado regisirada en 50 mM de [K'],, a
los petenciales indicados a la 1Zquieraa. Cada tacy s ajuiis 333 uns fincidn avnnnencial simple. B. Dependencia
del potencial de Ia constante de¢ inaclivacién obtenida en 50 (circulos negros), 75 (circulos blancos) y 100
(tridngulos negros) mM de [K'),. Los datos se ajustaron a con una funcién exponencial simple, cuya © fué de 13.1
%36, 15.1=25,v 168+ 5.8 mV, para 50, 75, y 100 mM de {K"],. respectivamente.
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CAPITULO 1V
CINETICA ESTACIONARIA DE Kwr.groo

Dependencia del Voltaje y de la [K' |, de la Activacion.

Como ha sido descrito para los canales K,’s, la conductancia cuerda que refleja la
activacion de los canales en el estado estacionario, es altamente dependiente del patenical de
membrana y de la [K'], (Harvey y Ten Eick, 1988). Con e} fin de comparar con otros Ki's, se
estudié la dependencia del potencial de membrana de la conductancia cuerda de Kipae en
presencia de distintas {K'],’s. En la Figura 15 se muestra la conductancia cuerda de Kpgeno
graficada en funcién al potencial de membrana y obtenida en presencia de 20, 50, 75 y 100 mM de
(K'Y

20mM Figura 15. Dependencia de Voltafe y de

[T . de la Activacion de Kpenso. L2
conductancia cuerda se calculd con la
eCUACION Goerdo = 1 / (Vi - Eyl, ent donde 7
correspondid al pico de Kipndn (excepto
para potcnciales mas positivos a Ex). Los
datos  experimentales  (simbolos)  se
ajustaron con una funcién sigmode (curvas
continuas), La mejor descripcién dc los
datos se¢ obtive cuando Vi, fud de 62.7, -
78.6, -51.1, ¥ -64.4, y k tuvo un valor de
’ 50.1 mV, 43.9 mV, 343 mV, y 22.2 mV,
o= L L ) pata 20 (LIGNEWIOS DIancos, n=y), 50
J160 -120  -80 _40 0 40 (tridngulos negros, n=25), 75 (circulos
. blancos, n=4) y 100 (circulos negros n=2)
Potencial de Membrana (mV} mM de [K'].. respectivamente. El valor
promedio de V,; fue de -64.2+ 5.6 mVy de
kfuede37.6£6.1 mV.

El comportamiento de la conductancia cuerda exhibio una relacion sigmoide con respecto

A
A
Q
®

Conductancia Cuerda (nS)

al potencial de membrana, aumentando su valor a potenciales de membrana mas negativos. Como
resulta 16gico, el valor méximo de la conductancia aumenté conforme la [K'L fue mayor. Sin

embargo, y en contraste con lo reportado para otros Kg’s, las curvas no se desplazaron
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significativamente hacia potenciales més positivos conforme la [K'), fue mayor. Este resultado
indicod que la conductancia cuerda de Kivgao dependié basicamente del potencial de membrana y
no de la fiuerza impulsora (diferencia entre Vm y Eg). Este tipo de comportamiento podria
implicar la existencia de una cinética intrinseca de apertura y cierre dependiente de voltaje, similar

a la de los canales activados por voltaje.

Dependencia del Voltaje de la Inactivacion.

En diferentes tejidos, el decaimiento de la corriente que los canales K;’s despliegan se ha
atribuido a la combinacién de una deplecion de [K'],, bloqueo inducido por Na" extemno, y a
proceso de inactivacién dependiente de voltaje. Con el fin de investigar el mecanismo responsable
del decaimiento de la corriente, se estudié la inactivacion en el estado estacionario de Ki g,
mediante ¢l uso de} tradicional protocolo de doble pulso. En la Figura 16 se muestra el resultado

de tal estudio.

A
Figura 16. Dependencia del Voltaje de la
Inactivacién en el FEstado Estacionario. A.
Familia de trazos de Ki.gndo Tcgistrada en
B presencia de 50 mM [K'],, v obtenida con
10 un protocolo de doble pulso que se ilustra en
2 os la parte supcrior. B. Dependencia del
| voltaje dcl paxﬁme:ro h.. Los datos se¢
< 06 ::_;'.::‘.:.:::: D Sonined) Son ba weuwavivn
% 04 = VI{1 + exp [(Vo-Vird) V], El mejor
E o2 a_;uste se obtuvo cuando V), fue 60 £+ 1.5
S mV,yk=205£1.6mV.
0.6
-160 -120 30 40 0 40
Poicncial de Membrana (m'V)

El protocolo de voltaje para registrar Kigqgo consistio en fa aplicacion de un prepulso a
diferentes valores de potencial de membrana (entre -140 y 0 mV, con incrementos de 5 mV),

durante 500 ms y a partir de un potencial de sostenimiento de OmV. La duracion del prepulso se
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determind con el objetivo de inducir ¢! componente estacionario de la corriente. A fin de
cuantificar la variable de inactivacion (h.), se aplicé un pulso de prueba a -140 mV y con una
duracion de 240 ms. El valor maximo de la corriente obtenida durante este pulso de prueba se
midi6 y normalizé con respecto a la obtenida cuando la amplitud del prepulso fue igual al HP (0
mV), El panel B de la Figura 16 muestra el comportamiento de h. en funcion del potencial de
membrana. El resultado muestra una relacion sigmoidal que revela la fraccién de la corriente
resistente a la inactivacion para cada valor de potencial del prepulso. Los datos promediados de 9

ovacitos se ajustaron con la siguiente expresion:

1

1+ exp[Vm ;Vuzj
]

donde V,, es el potencial del prepulso, ¥y es el potencial de membrana al cual el 50% de la

@

by =

corriente se inactivd, y &, es el factor que define la pendiente de la parte lineal de la curva
(Hodgkin y Huxley, 1952). El mejor ajuste a los datos se obtuvo cuando Vi, fue de -60 + 1.5
mV, y k, fue 20.5 + 1.6 mV. Estos resultados indicaron que un 90% de la corriente se inactiva
cuando el potencial del prepulso es mas negativo que -120 mV. Es decir, cerca del 10% de la
corriente fue resistente a la inactivacién y por lo tanto, nunca alcanzé la total inactivacién. La
amplitud mixima de la corriente se alcanzé cuando el potencial del prepulso tuvo valores mas
positivos de -10mV. La interpretacion de este comportamiento es que gran parte de la
disminucién de la corriente de Ipgenso s debié a un proceso de inactivacién dependiente del

voltaje.

Curso Temporal de la Recuperacion de la Inactivacion.

Con el fin de determinar el proceso mediante el cual Kirgno se reactiva (salida del estado
inactivado) se estudié el curso temporal de la recuperacion de la inactivacién a 0 mV. Para tal fin
se utilizo un protocolo de doble pulso como el ilustrado en la parte superior del panel A, de la
Figura 17. Dicho protocolo consistié en dar un prepulso hiperpolarizante a -160mV, durante 160
ms con el fin de activar Kigwo ¥ permitir su inactivacion, Posteriormente se aplico un pulso de

prucba al mismo potencial de membrana pero con una duracion de 30 ms. E! prepulse y el pulso
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de prueba se separaron por un intervalo de recuperacién a 0 mV, cuya duracién vario entre 30 y
200 ms, Con el fin de cuantificar la extensién y curso temporal de la recuperacién, se grafico la
amplitud maxima de la corriente registrada durante el pulso de prueba (expresada en %) y se

grafico en funcion de la duracion del interpulso (circulos blances, panel C, Figura 17).

A B

160 ms 30 ms 08s 04s
[oo

(A 171 A I VR A AR RAAT

Recuperacion (%)
2
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00 05 L0 15 20 23
Duracién del Interpuiso {s)

Figura 17. Curso Temporal de la Recuperacidn de la Inactivacién. A, El componente ripido de la recuperacién
(a) se registré con el protocolo ilustrado en la parte superior (duracién del interpulso entre 30 y 200 ms). B. El
componente lento de 1a recuperacion (5) se registrd con pulsos mds largos (duracién del interpulso entre 0.3 y 2.4
5). C. Valor madximo de K;.g4o registrada durante ¢l pulso de prucba y graficado en funcién de la duracion del
interpulso. El curso temporal de los componentes rdpido (a, circulos blancos) y lento (b, circulos negros) se ajusté
mediante una funcidn exponencial doble, cuyas constantes de tiempo fueron Ty = 134.1 ms y 1, = 891.7 ms,

El resultado de tal analisis mostro una recupeiaciii o un cvren temnoral exponencial
definido por una t = 134.1 ms. Sin embargo, con el protocolo de pulsos descrito no fue posible
resolver la totalidad de la recuperacion. Por tal motivo, se utilizd un protocolo de pulsos mas
largos (panel B, Figura 17), en donde la duracion del prepulso fue de 700 ms, la del pulso de
prueba de 450ms, y la del intervalo de recuperacion varié entre 0.3 y 2.4 s. Cuando el pico de ia
corriente registrada durante el pulso de prueba se graficé en funcién de la duracion del interpulso,
se observé un componente exponencial mas lento, definido por una T = 891.73 ms (circulos

negros, panel C, Figura 17). Este resultado revelé un comportamiento de Ki.ruo distinto al

48



reportado para otros K, en 10s que la recuperacion de la inactivacién sigue un curso temporal
monoexponencial (Harvey y Ten Eick, 1988). La interpretacion cinética del curso temporal dela
recuperacion, se fundamenta en los siguientes aspectos: a) el canal abandona el estado inactivado
mediante un mecanismo dependiente del voltaje (no se cuantifico) y del tiempo; y b) la
recuperacion de la inactivacion posiblemente implique la existencia de dos salidas distintas del

estado inactivado.
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CAPITULO V

SENSIBILIDAD DE Kipu. AL BLOQUEO INDUCIDO POR EL Ba* EXTERNO

Efecto Sobre la Amplitud y Curso Temporal.

Una propiedad caracteristica de los Kr's es su alta sensibilidad al blogueo inducido por
cationes extracelulares, como el Na*“ (Hagiwara y cols ,1978), Ba®* (Standen y Standfield, 1978),
y Cs' (Harvey y Ten Eick, 1988). Esta caracteristica ha sido ampliamente utilizada como
herramienta farmacoldgica, para la identificacion de las diferentes clonas de canales Ki
expresados heterdlogamente en ovocitos de Xenopus laevis (Kubo y cols., 1993; Périer, Radeke y
Vandenberg, 1994; Ashen y cols., 1995). Con el fin de comparar con los reportes para los Ky’s,
se estudid la sensibilidad de Kigno 2l bloqueo inducido por el Ba™" extracelular.

En la Figura 18 se muesta el efecto de diferentes [Ba™],‘s sobre la amplitud y curso
temporal de Ki.gao. Para el registro de Ki.g4, se utilizd un protocolo de pulsos como el ilustrado
en la parte superior de la Figura 18. Dicho protocolo consitié en la aplicacién de pulsos a
diferentes potenciales de membrana, desde -160 hasta +70mV, con incrementos de 10 mV, a
partir de un HP de OmV, Las familias de trazos de Ki.po. Obtenidas con tal protocolo (antes y
después de la adicién de 0.3, 0.5, 1, 3 y 7 mM de Ba®" a la solucidn del bafio) revelaron una
disminucion creciente en la amplitud, tanto de la corriente pico como de la tardia (al final del
pulso de 80 ms). Tal efecto fue claramente dependiente de la concentracion de [Ba*],. El bloqueo
de Kipwo fue revertido en su totalidad cuando el Ba®* se removié de la solucion del bafio,
Contrario a lo reportado para otros Ki's, en los que el Ba™ extracelular acelera dramaticamente la
velocidad del decaimiento de la corriente por afectar principalmente el componente estacionaria
(Matsuda y cols., 1987, Hagiwara y cols., 1978, Standen y Stanfield, 1988, Kubo y cols., 1993),
el efecto del Ba® externo sobre el curso temporal de Ki.g., fue mas bien discreto. Lo cual denoté
un efecto practicamente independiente del tiempo. El curso temporal de la activacién aunque
obscurecida por la presencia del transitorio capacitivo, no revelé cambios ostensibles como
consecuencia de la adicion del Ba™ extracelutar,

Sin embargo, el efecto del Ba® sobre la amplitud de la corriente pico fue mayor, contrario
a lo reportado para otros Ik, donde lo que principalmente se afecta es la corriente en el estado

estacionario. La sensibilidad al Ba® fue menor a la reportada para otros rectificadores entrantes,
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donde concentraciones de 300uM de Ba® bloquean completamente la corriente (Hagiwara y cols,
1978). En nuestros experimentos, la concentracion mas alta de Ba®* (7TmM) no llego a bloguear

totalmente la corriente (trazo no mostrado).

Dependencia del Voltaje.

En la Figura 19 se muestra la relacion 1-V de la corriente pico (panel A) y tardia (panel B),
registrada en presencia de S0mM de K’ (control), y diferentes concentraciones de Ba™" en la
solucion del bafio. En la relacién 1-V de la corriente pico muestra que el bloqueo inducido por
Ba®" se manifestd como una disminucién en la amplitud de manera proporcional a la [Ba®)s.
Asimismo, la fraccién de corriente bloqueada por el Ba™ no mostré cambios aparentes con
respecto al potencial de membrana, sugiriendo que el efecto sobre la corriente al pico fue
independiente del voltaje. Tampoco se observaron cambios significativos en la amplitud de la
corriente saliente, ni cambios evidentes en el valor del Eg. La relacion IV de la corriente tardia
(panel B, Figura 19), reveld que a concentraciones mayores de Ba® externo, la region de
pendiente negativa se hizo mis evidente, a potenciales entre -100 y -140 mV. Este
comportamiento sugirié un efecto dependiente del voltaje, de manera similar a la reportada para

otros Kg's.
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Figura 19. Efecto del Ba®* Sobre la Amplitud de Kirpag, Amplited de K pnao registrada en 50 mM de Kl A.
Relacién 1-V de la corriente pico en presencia de diferentes concentraciones de Ba®™ externo (n = 9). B. Relacién [-
V de la corriente tardia en presencia de diferentes concentraciones de Ba® externo (n=9).
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Con el fin de cuantificar la dependencia del voltaje del bloqueo de Kirzwo inducido por
Ba” externo, se midi6 la fraccion de corriente resistente al bloqueo y se grafico en funcién del
potencial de membrana. El resultado se muestra en la Figura 20. En el panel A se muestra la
fraccion de la corriente pico resistente al bloqueo inducido por diferentes [Ba®,’s (0.3, 0.5, 1, 3,
y 7 mM), y registrada en presencia de 50 mM de [K"}.. Fue evidente que la fraccion de corriente
resistente al bloqueo no mostré cambios significativos conforme el potencial fue mas negativo,
demostrando con elto que ¢l bloqueo de la corriente pico fue independiente del voltaje. De manera
analoga, se realizd el mismo analisis para la corriente tardia. El resultado se ilustra en el panel B
de la Figura 20. Se observa que la fraccion de corriente resistente al bloqueo desplegd un
dependencia del voltaje significativa ya que a potenciales negativos la magnitud del bloqueo fue

mayar.
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Figura 20. Dependencia del Voltaje del Blogueo de K,.zn. Inducido por Ba™. A. Fraccién de corriente pico
resistente al bloqueo después de agregar diferentes concentraciones de Ba® externo {(para fines de claridad se
omitié SE). B. Fraccién de corriente tardia resistente al bloqueo en presencia de diferentes concentraciones de Ba™
externo. Los datos corresponden al promedio de 9 células.

La interpretacion de nuestros datos experimentales se fundamento en la suposicion de que
el blogueo de Ki.gn. sigue una isoterma de adsorcion bimolecular (Hagiwara y cols, 1978), con
una constante de disociacion (K} dependiente del potencial de membrana, la cual se definié con la

siguiente expresion :
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&zFV
Kg(O)exp RT

y= (3)
Kd(o)exp +[B 241,

donde K, (0) fue la constante de disociacién a OmV, z la valencia det idén bloqueador (Ba™);, RT/F
tevo un valor de 25mV a 22°C, y & comrespondio a la fraccion del campo eléetrico
transmembranal a nivel del sitio de union del Ba® (Hagiwara y cols., 1978; Standen y Stanfield,
1988). Las lineas continuas se generaron con la ecuacién (3), asumiendo los siguientes valores K,
(0) =5.6mM y & =0.26. Como se observa en la figura, los datos experimentales se describieron
razonablemente bien con este modelo, lo que sugirié que la unién dependiente de voltaje del Ba**
con su sitio de union en el canal se lleva a cabo a un del 26% del campo eléctrico transmembranal,
es decir, plenamente en el interior del poro de conduccidn idnica.

Adicionalmente, la dependencia del voltaje se estudié graficando la fraccién de la corriente
resistente al bloqueo calculada a diferentes valores de potencial de membrana, en funcién de
{Ba?"],. El resultado se muestra en la Figura 21, en donde e! promedio de 9 ovocitos se ajusté con

la siguiente ecuacion:

1

ye——— @
2+
[Ba®"]
14| 2
Ky
G R | Y SR S, _1 . 1T
donda I’ cole conntonts do discoingidn ApaTeine, ¥ e e COUhvinbY UL LR LA G LaU U 1a

cortiente pico (panel A), el mejor ajuste al promedio de los datos (linea continua) se obtuvo cen

los siguientes valores Ky=0.91 1+ 0.12 mM, y#7=0.73 £ 0.06.
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Figura 21. Sensibilidad al B Externo en Diferentes Potenciales de Membrana, A. Fraccién de corriente pico
resistente al bloqueo obtenida a diferentes potenciales (indicados en la leyenda) y graficada en funcién del [Ba®*.
B. Fraccidn de corriente tardia resistente al bloqueo obtenida a diferentes potenciales (indicados en ia Jeyenda) y
graficada en funcién de ta [Ba™],.

En ninguna de las concentraciones de Ba®* (0.3, 0.5, 1 y 3 mM) se observaron diferencias
significativas en las curvas obtenidas para los tres potenciales de membrana probados {-60, -100, -
140 mV), confirmando la independencia del voltaje observada para el efecto del Ba®* externa
sobre la corriente pico. Estos resultados difirieron con los reportados para otros K-, ya que ¢l
acuerdo general es que tales canales despliegan una sensibilidad significativamente mayor que K.
Eade ¥ UnA clara dependencia del voltaje. La interpretacion de nuestros resultados gird en torno a
que la afinidad del sitio de unién por el Ba* fuera independiente del potencial. Dos posibles
explicaciones se podrian postular para explicar este comportamiento: a) que la union del Ba** con
el canal no es de naturaleza electrostatica (poco probable): o h) mie dicha unidn ¢o llava 2 nabn
fuera del plano de la membrana, de tal forma que los cambios en el potencial transmembranal no
sean percibidos por dicho sitio. La existencia de un sitio de union al Ba®>" en el vestibulo externo
de! canal podria generar un comportamiento como el observado sobre la corriente pico.

Una caracteristica bien conocida del efecto det Ba® sobre otros K-, es que acelera la
velocidad de decaimiento de la corriente, de una manera dependiente del voltaje. Para explorar
este fendmeno en Kigaao 5€ llevo a cabo un analisis similar al realizado para evaluar el efecto del

Ba® sobre la corriente pico, pero sobre la corriente tardia. El panel B de la Figura 21 ilustra el
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resultado de este analisis. La grafica muestra la fraccion de corriente tardia resistente al bloqueo
inducido por Ba® externo. Es evidente que las curvas se desplazaron hacia concentraciones
mayores de Ba®* conforme el valor del potencial de membrana se hizo menos negativo, Es decir,
entre més negativo fue el potencial, menos concentracion de Ba®* se requirid para inducir un
blogueo en Kiz.o de similar magnitud. Este comportamiento generd un apoyo mas solido a la
idea de que el efecto del Ba®** externo sobre la corriente tardia fue claramente dependicnte de!
potenical. Lo cual fue muy sugestivo de que ia union del Ba** con su sitio en el canal s¢ localiza
dentro del campo eléctrico de la membrana, de tal forma que conforme el potencial se vuelve mas
negativo, la atraccién interna sobre el Ba® externo crece y por lo tanto se requieren menores
concentraciones efectivas de Ba®". Las curvas ajustadas con la ecuacion (4) a los datos
experimentales indicaron un valor para el coeficiente de Hill >1 (1.5 a -160 mV), lo cual podria
indicar la existencia de ms de un sitio de union para el Ba”, y ademés con algin grado de
cooperatividad entre ellos. Esto se hizo mis evidente conforme el voltaje se volvid mas negativo,
el valor de K, decrecio de 1.9 2 0.31 mM cuando el potencial de membrana cambié de -60 a -160
mYV, respectivamente. Esta relacion se ilustra mejor en la Figura 22, en donde los valores de K, se

graficaron en funcién del potencial de membrana.
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Figura 22. Dependencia del Voltaje del Blogueo Inducido por Ba®" Externo Sobre la Corriente Tardia. Kg
graficada en funcidn del potencial de membrana (n = 9).
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El valor de la Ky mostro un comportamiento monoexponencial (1 = 50.3) en funcidn del
potencial de membrana, disminruyendo conforme el potencial se hizo mas negativo. Este resultado

confirmo la dependencia de voltaje observada con los analisis previos.
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DISCUSION

Los resultados mostrados en esta tesis nos permiten concluir en los siguientes aspectos: a)
Kmrindo € acarreada principalmente por iones K', b) su proceso de activacion depende
fuertemente de voltaje, ya que se induce mediante hiperpolarizacidn de la membrana; c) el curso
temporal de Ki.gno S€ caracteriza por con una activacion rapida seguida de una inactivacidn casi
completa la cual depende de voltaje; y d) Kirzno presenta menor sensibilidad al blogueo inducido
por Ba®* externo con respecto a otros K’s. El conocimiento de estas propiedades de Kisndor
puede evitar interpretaciones erréneas del comportamiento funcional de los canales de K'
- rectificadores entrantes exdgenos y puede permitir una manipulacion experimental de sus

propiedades para estudiar y disecar mejor las corrientes rectificadoras entrantes de interés.

Corrientes de Rectificacion Entrante Endégenas

Los ovocitos de Xenopus laevis, presentan una gran diversidad de corrientes idnicas.
Actualmente se conocen: canales de C!” activados por Ca®” (Miledi y Parker, 1984), canales de CI
activados por hiperpolarizacion, independientes de Ca®* (Parker y Miledi, 1988, Kowley y cols,
1994). canales de Ca® activados por despolarizacion (Miledi, 1982; Barish, 1983; Leonard y
cols., 1987) v por hiperpolarizacién (Parker y cols, 1984, Parker y Miledi, 1987), canales de sodio
(Baud y cols.,, 1982; Parker y Miledi, 1987b), canales de K' (Peres y cols., 1985), canales
activados por estiramiento {Yang y Sachs, 1990). Algunas de estas corrientes se encuentran casi
siempre presentes en el ovocito inmaduro y probablemente tienen una funcion en el desarrollo y
maduracion de los ovocitos o durante el estado embrionario, como es €l caso de la corriente de
CI" activada por Ca*” que esta involucrada durante ta fertilizacion (Whitaker y Steinhardt, 1982),

La identificacién de esta nueva corriente de K™ con propiedades de rectificacién entrante
(Kgnso) €n ovocitos de Xenopus laevis presenta algunas diferencias con respecto a otros
rectificadores entrantes reportados para ovocitos de Xenopus. Uno de los rectificadores entrantes
més abundante en ovocitos de Xenopus es Iciendo (corriente de Ct independiente de Ca® activada
por hiperpolarizacién) (Parker y Miledi, 1988, Kowley y cols, 1994). Esta cormriente se activa a

voltajes entre -100 a -110 mV ¢ incrementa de forma lineal (ohmica) a voltajes mas negativos
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(Kowdley y cols , 1994); mientras que el umbral de activacion de Kr.ndo S€ €ncuentra entre -60 y
-70 mV. Otra caracteristica de Ici.co €5 que muestra una inactivacidén pequefia con pulsos de
varios segundos de duracién (Parker y Miledi, 1988). lgio se bloguea con Ba® externo,
mostrando una ICss de 0,18 mM. Estas propiedades contrastan con las mostradas por Kirgngo!
gran inactivacion (Figs. 9, 10, y 14} y mener sensibilidad al bloqueo inducido por el Ba®" externo
(ICsp de T mM; Figs. 18 y 19).

Otro canal que exhibe esta caracteristica de rectificacion entrante en ovocitos de Xenopus
es el canal activado por estiramiento (Is,), el cual se activa principalmente por cambios en la
tension de la membrana celular inducidos por modificaciones en el volumen celular, y por
hiperpolarizacion (> -50 mV) de la membrana (Yang v Sachs, 1990). La posibilidad de que Kk endo
correspondiera a Tss se descartd con base en las siguientes observaciones: a) Km.cao presenta una
rectificacidn entrante de gran magnitud (Figs. 9, 10 y 11); b) Iss presenta muy baja selectividad
entre cationes monovalentes como el K, Na’ y Li*; ¢) el GdCl; {bloqueador selectivo de Isa) no

modifico las propiedades de K .gao (datos no mostrados).

Propiedades de Permeabilidad.

Kiendo Muestra una gran dependencia de [K'],, puesto que a medida que se aumenta la
concentracién de K de 20 a 75 mM, la amplitud de la corriente aumenta de 185 a 375 nA
respectivamente (Fig. 10). El potencial de inversion también cambia en relacion a la concentracion
de K, adquiriendo valores mas positivos conforme se aumenta la concentracion (Fig. 11-A), el
ajuste de estos valores comparado con los valores predichos por la ecuacion de Nernst para un
canal selectivo puramente a K', nos indica que Krnso €5 acarreada principalmente (pero no
exclusivamente) nor innee K™ (Fig 11.R)} Fetn nae indicn qua alin otrg 180 pucds BL5AT pon wie
mismo canal. Una posibilidad es el ion Na* (Ohmori, 1978, Harvey y Ten Eick, 1989). Por lo
tanto, se utilizd una solucién sin Na* (ver métodos) para remover el Na” externo, sin embargo se
observd gue no cambié la amplitud de la corriente ni el potencial de inversion de Km.ents, lo que
indica que el Na' tiene muy poco o ningiin efecto sobre Km.endo.

Esto demuestra que Ky cog, 5€ comporta como un canal selectivo a K* de forma similar a

otros canales rectificadores entrantes de K™ | con propiedades de permeacion muy semejantes,
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Activacion de Kirgad,

Para determinar €] efecto del voltaje sobre Kg.ndo ¥ coOnocer su cinética de activacion, se
aplicaron pulsos hiperpolarizantes, observandose que la corriente se activa rapidamente, con una
velocidad que depende del voltaje (Fig. 13-A). Para demostrar esta dependencia de voltaje y de
X'l se graficé la conductancia cuerda (Fig. 15), mostrando una curva sigmoidal que se
incrementa conforme el potencial de membrana se hace méis negativo, Esta conductancia en
diferentes concentraciones de K’ alcanza valores minimos y maximos aproximadamente a los
mismos voltajes {(-40 mV y -160 respectivamente). Este comportamiento es similar a los
reportados para otros rectificadores entrantes. (Harvey y Ten Eick, 1988; Hagiwara y cols 1976,
Standen y Stanfield, 1981).Estos resultados muestran que la activacion depende basicamente del

potencial de membrana.

Inactivacion de Ki; gaao

La inactivacion de Kg.cwo e exploréd mediante ta utilizacion de un protocolo de doble
pulso (Fig. 14-A. El resultado muestra una curva sigmoidal que indica la fraccién de canales
resistentes a la inactivacion, donde un 10% del total de la corriente es resistente a la inactivacion
(Fig. 14, panel B). Estos resultados difieren de otros Ki’s. Por otro lado, se estudid la
inactivacion de los canales Kg ode dependiente de tiempo, utilizando el protocolo de doble pulso
pero con una mayor duracion. Esta inactivaciéon dependiente de tiempo decae completamente
después de 2.5 s (Fig. 17), lo cua! difiere de los K+, donde la inactivacion no es total. La
inactivacion de los K-, se explica por la presencia de cationes externos monovalentes (Na*) o
divalentes (Ca*"). Se conoce que el Na* participa en la regulacion de la corriente entrante de K
(Harvey y len kicK, t¥05) mudiiivaudy i pii inirassiular otravée dal intercambiador Na-H. Sin
embargo, Kr-cado N0 € puede explicar por este mecanismo, ya que se utilizaron soluciones sin Na*
{ver métodos) las cuales no alteraron los resultados. Por otro lado, se conoce que el Ca** puede
influir en la conductancia de la corriente de K' rectificadora entrante, ya que puede participar en
fa regulacion del pH; através del intercambiador Na'/Ca®. Este mecanismo también fue
descartado, ya que se utilizaron concentraciones bajas de Ca® en la solucién (ver métodos). Los
experimentos con el protocolo de doble pulso sugieren una disminucion de Kgewo por un

mecanismo diferente. Al igual que otros canales de K’ dependientes de voltaje, la disminucién de
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K-ento puede explicarse por la existencia de un mecanismo de inactivacion en el extremo aming

terminal, en ef cual esta particula bloguea el poro del canal (Hoshi y cols, 1990).

Bloqueo de K, g4 por Ba® Externo.

Los resultados indican que al igual que lo reportado para otros Ki’s la adicién de Ba' ala
solucion externa indujo un bloqueo reversible de Kiy.ga.. Este bloqueo por Ba®" externo sobre K.
endo, (Fig. 18) es dependiente de la concentracion, ya que al aumentar ia concentracion de Ba®
disminuyé la corriente tanto en su componente transitorio (cotriente al pico) como en el
estacionario (corriente al final del pulso), predominando el blogueo de éste Gltimo. Al igual que
para el resto de los Kir’s el cambio en el curso temporal de Kineno resulté de inducir un aumento
en la velocidad de inactivacion (Fig. 18). Sin embargo, encontramos algunas desviaciones del
comportamiento de Ki.cnge en presencia de Ba® con respecto a lo reportado para otros canales. La
sensibilidad de Ki.pae al bloqueo por el Ba® fue menor, ya que se requirieron mayores
concentraciones de Ba® para lograr un bloqueo de la corriente, la cual nunca fue totalmente
bloqueada. Al analizar el bloqueo por Ba’" de la corriente al pico y de la corriente al final del
pulso {80 ms) se encontré que el Ba®' ejerce un efecto diferente para cada una de estas
condiciones (Fig. 19). Cuando se midi6 el efecto del Ba®" a diferentes concentraciones (0.3, 0.5,
1, 3 mM), sobre la corriente al pico se observé que el bloqueo de la corriente fue practicamente
independiente del voltaje (Fig. 19 A). Esto se comprobé cuando se grafico la fraccién de corriente
no bloqueada [I(Ba)/I{control)] en diferentes potenciales de¢ membrana (Fig. 20 A), encontrando
que no hay cambios significativos. La independencia del voltaje del efecto del Ba® sobre la
corriente al pico sugiere una interaccion de los tones Ba>" con un sitio especifico del vestibulo
externo del canal, el cual se halla fuera del campo eléctrico de la membrana, tal y como se ha
propuesto para algunos canales rectificadores tardios de K" (Taglialatela y cols, 1993). El analisis
de la fraccion de la corriente no blogueada en funcion de la concentracion de Ba® (Fig. 21 A),
mostrd un coeficiente de Hill igual a 1, to cual sugiere la unién entre un idn Ba®* con un sélo sitio
receptor, efecto similar al reportado en otros Kg-, (Standen y Stanfield, 1978).

Por otro lado, se midié el efecto del Ba>* sobre K., €n €l estado estacionario (corriente

tardia), donde se observd una gran dependencia del voltaje (Fig. 19 B). Esto se confirmé al
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graficar la fraccion de corriente resistente al bloqueo en funcidn del potencial de membrana,
donde se observé como cambia tal fraccidn conforme se modifica el potencial,
independientemente de la concentracion de Ba® utilizada (0.3, 0.5, 1, 3, 7 mM) (Fig. 20 B). Al
calcular la fraccién del campo eléctrico transmembranal al que se encuentra el sitio de union al
Ba™ (5), se encontrd un valor del 26% (6 = 0.26), por lo que se supondria que cambios en el
potencial afecten la cinética de union entre el Ba® y sus sitios de unién (diferente al reportado
para K de misculo esquelético de rana, donde & = 0.6, Standen y Stanfield, 1978), donde al
incrementar la concentracién de Ba®* disminuyé la corriente al final del pulso, asi cualquier
cambio en €l potencial de la membrana puede afectar la cinética de union para el Ba', de tal
forma que cuando el potencial se vuelve mas negativo, la atraccidn interna sobre el Ba®* externo
crece y por lo tanto la afinidad de! sitio aumenta (Fig. 22, K; = 0.31 mM a -160 mV), mieniras
que a potenciales menos negativos la afinidad disminuye (Fig. 22; K4 = 1.9 mM a -60 mV).
Calculando el coeficiente de Hill con los datos obtenidos de la Fig. 20 B se obtuvo un valor >1
(n=1.5 a-160 mV). Esto nos indica que puede existir mas de un sitio de uni6n interno para ¢l Ba®*
con cierto grado de cooperatividad entre estos sitios. Por otro lado, el hecho de que fa corriente al
final del pulso mostrara una clara dependencia del voltaje, permite suponer que tales sitios se
lacalizan profundamente en el poro de conduccién iénica del canal.

En la Fig. 23 se resumen de manera esquematica las anteriores consideraciones
mecanisisticas del efecto del Ba®* sobre el canal. En e! panel A se ilustra la existencia de un sélo
receptor interno para el Ba®, tal como se ha propuesto para otros Ki’s (Hagiwara y cols, 1978;
Standen y Stanfield 1978). Alternativamente, en el panel B, se muestra nuestra propuesta basada

en la existencia de miltiples sitios internos (al menos dos, que determinarian el bloqueo de la

presente en el vestibulo externo, responsable del bloqueo de la corriente al pico.

Es claro que la respuesta a estas interrogantes relacionadas con el efecto del Ba® sobre la
Kiroodo Tequerira de mayor experimentacion, para lo cual es necesario la clonacién del canal, lo
cual permitird posteriormente la realizacion de estudios de la relacion estructura-funcién mediante

mutagénesis dirigida.
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Figura 23. Posibles sitios de union para el Ba’*. A. Modelo de un sitio de unién para explicar el el bloqueo del
Ba® sobre K:'s. B Modelo de multiples sitios dc unién, propuesto para explicar ¢l efecto del Ba® externo sobre K.
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- Comparacién con Otras Corrientes de K con Propiedades de Rectificacién Entrante.

Se han observado diferencias significativas con otros K reportados anteriormente. Una
de las principales diferencias es la baja sensibilidad al Ba®* de Ko con respecto a otros Kws, ya
que atn utilizando [Ba®"], altas (7mM) no se logré un bloqueo completo de Kg-mdo, mientras que
otros reportes indican que con [Ba>"), de 300 uM sobre Ix; (Kubo y cols, 1993), 0.18 mM sobre
Tcento (Gopal y cols, 1994) 6 2.0 mM sobre masculo esquelético (Standen y Stanfield, 1978), se
bloquea completamente la corriente. Estos datos son ampliamente utilizados como una
herramienta experimental para poder disecar las corrientes endogenas de los ovocitos de Xenopus
lagvis de alguna corriente exégena que se pretenda expresar en este tipo de células ampliamente
utilizadas en la biologia molecular para la clonacion de este tipo de proteinas que expresan canales
de K. Por lo que esta corriente enddgena es de gran importancia, s por su cinética de compuerta
1a cual es dependiente solamente de voltaje, lo que representa una caracteristica tnica entre los
Kg, Esta caracteristica diferente al resto de los K- refleja variaciones importantes en la
estructura de la proteina formadora del canal. Mientras que los canales rectificadores entrantes de
K son caracterizados por tener solamente dos segmentos hidrofdbicos transmembranales (M1 y
M2) en cada subunidad, los canales de K' activados por voltaje presentan seis segmentos
transmembranales (S1 - $6) con un segmento S4 el cual se ha postulado ser el sensor voltaje. De
esta manera, la activacion de Ko la cual parece depender de voltaje pudiese tener un dominie
semejante a S4. Ademas, como la activacion de Kmendo es dependiente de pulsos
hiperpolarizantes, esto podria implicar la existencia de un funcionamiento inverso o de una region
semejante a S4 cargada negativamente. Para poder dilucidar esta hipétesis es necesario la
clonacién de esta proteina y pader hacer estudios de su relacion estructura-funcién para poder
entender las bases fisicas de las propiedades funcionales de este canal endégeno de rectificacion

entrante de K*.
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