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RESUMEN
El método de "patch clamp" en la configuracién de "inside-out" fue
empleado para registrar corrientes unitarias de canales de K' en
vesiculas de membrana del misculo esquelético de rana. Se
realizaron registros de corrientes a nivel unitario del canal de K*
sensible a ATP. La conductancia unitaria fue de 19.3 pS en [K'], de
2.5 mM y de 56.5 pS en [K*], de 120 mM. La presencia de F’ interno
produjo una disminucién en la probabilidad de apertura sin cambios
significativos en la conductancia unitaria. Las constantes de

tiempo de apertura no se modificaron por efecto del F- interno. La
aplicacién de GTPyS produjo efectos similares a los producidos por

el F- y el GDPBS previno tanto los efectos del F- como del GTPYS.

Presentamos evidencias de la existencia de tres tipos de
canales de K*', probablemente, de la rectificacién tardia. En
parches de membrana donde su pudo registrar eventos de un solo tipo
de canal, fue posible encontrar canales con conductancias de 21, 13
y 7 pS. El canal mds frecuentemente encontrado fue el de 21 pS.
Este canal no presenté inactivacién tipo N; en parches que
contenian varios canales, las corrientes promediadas obtenidas de
estos parches que contenian varios canales tuvieron un curso
temporal de activacidén similar al de las corrientes de K° de la
rectificacién tardia registradas de fibras musculares o del axon
gigante de calamar.

Por otra parte, el método del "patch-clamp" también fue
utilizado para examinar el comportamiento cinético de los canales
de K*' tipo "A" que generan las corriente de K' salientes y
transitorias descritas previamente en el misculo esquelético. Los
canales fueron activados por pulsos despolarizantes. La relacidn
corriente-voltaje fue lineal sobre el rango de -20 a +40 mV. La
conductancia unitaria fue de aproximadamente de 18 pS en [K'], de
2.5 mM. Las corrientes presentaron evidencias de un proceso similar

a la inactivacién lenta de los canales de K* Shaker y de la



rectificacién tardia. En parches multicanales, el andlisis binomial
fue consistente con un comportamiento independiente de los canales.
Las corrientes promediadas obtenidas de estos parches multicanales
tienen un comportamientc similar a la corriente macroscépica tipo
"A" registrada de misculo y neuronas de la Drosophila y de neuronas
de mollusco y de mamifero. La velocidad de activacidn fue voltaje
dependiente. La constante de activacién fue ajustada a una cinética
de n*. La inactivacion tuvo un curso temporal exponencial con una
constante de tiempo voltaje independiente. El tiempo promedio de
apertura Yy la probabilidad de apertura incrementaron con las
despolarizaciones. Los histogramas de la latencia a la primera
apertura revelan la presencia de mas de dos estados cerrados
dependientes del voltaje y los histogramas de tiempos cerrados
pueden ser ajustados a la suma de tres exponenciales. Estos canales
de K* tipo "A" transitan en por lo menos tres estados cerrados, dos

estados abiertos y dos estados inactivados.



SUMMARY
The patch-clamp method in the inside-out configuration was employed
to examine the single-channel X* currents in excised patches from
vesicles derived from frog skeletal muscle. Single-channel
recordings of ATP-dependent K' channels were performed. The single-
channel conductance was about 19.3 pS in [K*], = 2.5 mM and about
56.5 pS in [K'],= 120 mM. The single-channel activity was greatly
reduced in the presence of internal F°. This reduction was due to
a decrease in the open probability without major changes in the
single-channel conductance. No differences were observed in the

time constants of the open time histograms of the currents. The

addition of GTPyS produced similar effects to those of F° and GDPBS

prevented the effects of both F° and GTPYyS.

We present evidences for the existence of three distinct types
of K*' channels activities, probably belonging to the delayed
rectifier K* channel group. In patches where single events could be
recorded, it was possible to find channels with conductances of 21,
13 and 7 pS. The channel most frequently encountered was the 21-pS
channel. This channel did not show the N-type inactivation; in
patches that contained several channels, averaged currents obtained
from these multichannel patches had a time course of activation
similar to ‘' that of macroscopic delayed rectifier K' currents
recorded frém skeletal muscle or from the squid giant axons.

On the other hand, the patch-clamp technique was also used to
examine the voltage-dependent gating mechanism of A-type K*
channels, which generate the transient outward K' currents
described previously in skeletal muscle. Channel were activated by
depolarizing pulses. Single-channel current-voltage relationship
was linear between -20 and +40 mV. Single-channel conductance was
approximately 18 ps in [K*']l, = 2.5 mM. Evidences were found for non-
random grouping, suggesting a slow process similar to slow

inactivation from Shaker K* channel and delayed rectifier K°*



channels. In multichannel patches, binomial analysis was consistent
with an independent behavior of the channels. Ensemble average
currents obtained from multichannel patches had kinetics similar to
the macroscopic I, recorded from muscle and neurons of Drosophila
and molluscan and mammalian neurons. The rate of activation was
voltage dependent, the time constants were fitted to n* kinetics.
The rate of inactivation had an exponential time course with a
voltage-independent time constant. The mean open time and the
probability of a channel being open increased with depolarization.
The histograms of latency to first opening revealed the presence of
more than two voltage-dependent closed states. The closed-time
histograms could be fitted by the sum of three exponentials. These
results suggest that A-type K' channels involve at least three

closed states, two open states, and two inactivated states.
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INTRODUCCION

En las membranas celulares de misculo y axbén, las corrientes
idénicas responsables de la generacidén de potenciales de accidn
fluyen a través de estructuras macromoleculares localizados en el
espesor de la membrana plasmitica llamadas canales iéniéos. No
obstante que el concepto de canal idnico surgié de estudios
electrofisioldgicos de las corrientes idnicas a través de las
membranas especializadas del axén y del misculo, en la actualidad,
se sabe que estas proteinas se encuentran ampliamente distribuidas
en todog los seres vivos, apareciendo en membranas de procaricitos,
protozoarios, células vegetales, asi como también en muchos tipos
de células animales no excitables. Ademds, de ser la base del
impulso eléctrico propagado en las células excitables, los canales
iénicos participan importantemente en los procesos - de secrecidn
hormonal (Petersen y Findlay, 1987; Petersen y Gallacher, 1988),

transduccién sensorial (Hudspeth, 1989; McNaughton, 1990; Buck y

1



- . . . . . “ 1 - N . g
. . . . . M . . - . . - +

Axel, 1991), transporte transepitelial (McCann y Welsh, 1990),
activacién contrictil (Fabiato, 1985; Nabauer y col., 1989; Niggli
y Lederer, 1990), etc. Ellos reciben su nombre de acuerdo al ion
que contribuye fundamentalmente al flujo ibnico a través del canal
en condiciones fisiolégicas. Asi, existen canales de sodio, canales
de potasio, canales de calcio, etc. Debido a la importancia de los
canales iénicos como uno de los efectores finales en los procesos
biolégicos de comunicacidn inter e intracelular, es de interés
considerable el papel que desempefian los canales idnicos en estos
procesos. Existen evidencias, que serdn discutidas posteriormente,
de que estos canales idnicos pueden ser modulados por accidn
directa o indirecta por hormonas y neurotransmisores (primeros
mensajeros), por ejemplo, la accidén directa ocurre cuando el canal
iénico es parte integral del receptor, como en el receptor a
acetilcolina (Ach); en la accidn indirecta la molécula receptora no
esta unida directamente al canal iénico, pero actida via una
proteina G, la cual ejerce su efecto directamente sobre el canal,
o bién, la proteina G activa una enzima gque genera un segundo
mensajero tal como el monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) el
cual modifica el estado del canal. La presente tesis trata acerca

de la modulacién de los canales de potasio sensibles al trifosfato

de adenosina (ATP) del miasculo esquelético de la rana por proteinas

2
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G, sin que para ello se necesite de la participacién de segundos

mensajeros.

BIOFISICA CLASICA DEL AXON GIGANTE DE CALAMAR

Fl anilisis cuantitativo de las corrientes idnicas a través de
las membranas de las células excitables inicid con los experimentos
en el axén gigante de calamar. Cole (1949) y Marmont (1949)
desarrollaron el método de fijacidn del voltaje y posteriormente
Hodgkin, Huxley y Katz (1943, 1952) lo perfeccionaron. Lo esencial
del método es que el efecto de retroalimentacién positivo de la
conductancia a sodio sobre el potencial de membrana es eliminadc al
pasar una corriente a través de la membrana del axén de tal forma
que el potencial de membrana se mantiene constante a cualquier
valor de potencial deseado. El uso de esta técnica por Hodgkin y
Huxley (1952a-d) los llevo a una andlisis cuantitativo de los
eventos que ocurrian durante el potencial de accién. El1 flujo de
corriente a través de la membrana del axon consiste de dos

componentes, una corriente capacitiva (el cambio en la densidad de

3
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cargas en las superficies.interna y externa de la membrana) y una
corriente iénica (el paso de iones a través de la membrana) . Las
corrientes registradas mostraron tres componentes. Primero, debido
al comportamiento eléctrico de la membrana como capacitor, existe
una breve corriente saliente: la corriente capacitiva. Después
aparece una corriente entrante que dura aproximadamente 1 ms, Yy
finalmente la corriente se hace saliente y se mantiene a un nivel
estable mientras dura la fijacién. El método de substitucién idnica
los llevo a la conclusién que la corriente entrante, rapida y
transitoria era llevada por iones de sodio y que la corriente
saliente fue llevada por iones de potasio. La corriente llevada
por potasio fue llamada de la rectificacién tardia debido a que su
activacién sucedia con cierta latencia o retardo y su relacién
corriente-voltaje fue no lineal (corrientes salientes de gran
amplitud pero corrientes entrantes de poca amplitud o ausentes).
Ademds identificaron otro componente de la corriente iénica, a la
que llamaron corriente de fuga, de bases iénicas indeterminadas,
relativamgnte independiente del voltaje y de baja amplitud.
Hodgkin y Huxley (1952d) desarrollaron un sistema de
ecuaciones empiricas para describir los cambios de conductancias y
sus dependencias respecto al voltaje y al tiempo. La conductancia

a potasio (g,) es dada por
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donde E; es una constante igual al valor miximo de g,. La idea de
esta ecuacién fue que los iones de potasio pueden atravesar la
membrana cuando 4 particulas cargadas e independientes se movian a
cierta regién de la wembrana bajo la influencia del campo
eléctrico, la cantidad n representa la probabilidad de gque esas
particulas se encuentren en la posicidén correcta. La variacidn ge

la cantidad n respecto al tiempo esta determinada por la ecuacidn

dn
-‘:_’—t-()(n(l-n)-l’.’»rl n (2)

en la cual o, vy B, son las constantes de velocidad que, a 6°C,

varian con el voltaje de acuerdo a la ecuacidn empirica

0.01(v+10)
Q-
® exp[{Vv+10)/10]-1

B -0.125exp (v/80}.

Una forma alternativa de escribir la ecuacidén dque decribe la

5
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variacién de n respecto al tiempo es

—e{n_n) /1 (3)

donde n. (el valor de n en el estado estacionario a un voltaje dado)

se obtiene por

nu-Ctn/ {(Xn+[3n) (4)

y T, es una constante de tiempo dada por

S, (5)

La descripcién de la conductancia a sodio fue descrita bajo

los mismos principios, y es obtenida por la ecuacién

gNa'-gzm *h ' (6)

donde g_N; es una constante igqual al valor maximo de gy,. Esta
ecuacién esta basada en la idea de que el canal de sodio se puede
abrir por el movimiento de tres particulas, cada una con una
probabilidad m de estar en la posicidén correcta, e inactivadas por

un evento de probabilidad (1 - h). m es dado por la ecuacidn



dm
R0, (1m) B, m (7)

donde a 6°C,

_ 0.1(w25)
a exp [ (V-25)/10]-1

B_-dexp (V/18).

h es dada por la ecuacidn

%%-ahtl-h)-Bh h (8)

donde a 6°C

o,-0.07exp (v/20)

1

Bh- exp [ (V+30) /1011

Las ecuaciones 7 y 8 puedes ser escritas alternativamente como



dm
'E' (m_-m) /Th

- 9B (h-
T (h-h) /T,

con m., T,, h. y T, dadas por ecuaciones similares a 4 v 5.

cuando estas ecuaciones fueron resueltas, Hodgkin y Huxley
(1952d) describieron con una seguridad considerable el fendémeno
. clasico de la excitabilidad del axdén de calamar. Ellos demostraron

que su modelo podia predecir apropiadamente el potencial de accidn,

ra CANALES DE POTASIO

Una corriente de potasio (K') fue parte de la descripcidn
original del mecanismo del potencial de accién en el axdén gigante
de calamar por Hodgkin y Huxley (1952). Esta corriente mostro ser

la responsable de la fase de repolarizacidén del potencial de

8

l los flujos idnicos, y otras propiedades eléctricas del axén.



accién. Estudios posteriores en el nodo de Ranvier del axdén de la
rana mostraron un mecanismo similar para la generacidén del
potencial de accién, con una corriente de K* responsable también de
la repolarizacién (Frankenhauser y Huxley, 1964) . Las corrientes de
K* se han encontrado en todas las células que presentan potenciales
de accién mediados por sodio (Na*), calcio (Ca®), o por Na'y Ca?*.
Es claro también que, a diferencia de las corrientes de Na’, las
corrientes de K* varian ampliamente en sus propiedades cinéticas,
dependencia al voltaje, farmacoldgicas, en su comportamiento a
nivel unitario y en otras propiedades (Hille, 1992; Rudy, 1988).
Con frecuencia varios tipos de corrientes de K' son encontrados en
la misma célula, demostrando que su diversidad no se debe
estrictamente a la diferencia entre los tipos celulares. Mas aun,
corrientes de K* similares pueden encontrarse en diferentes
células. La posibilidad de estudiar canales a nivel unitario, y
seperar cada una de las diferentes corrientes de K' por sus
propiedades cinéticas, genéticas, etc., sugiere que la gama de
corrientes de K* resulta de la presencia de diferentes clases de
canales de X* (Hille, 1992; Rudy, 1988).

En los dltimos afios se ha incrementado el interés por estudiar
log canales de K* debido al papel funcional que tienen tanto en

células excitables como no excitables. En las células excitables,

9
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por ejemplo en neuronas y misculos, todas las corrientes de K' son
fundamentalmente inhibitorias, generando corrientes salientes que
contrarrestan las corrientes entrantes llevadas por Na® y/o Ca*,
las cuales producen seflales despolarizantes. Como resultado de
esto, los canales de K* tienen un papel importante en la regulacién
de la excitabilidad. Por otra parte, son blancos de la accidn de
muchas drogas, toxinas, neurotransmisores y segundos mensajeros.
La funcién de los canales de K* esta relacionada con la
estabilizacién eléctrica de la membrana celular. Ellos mantienen el
potencial de reposo, son responsables de la repolarizacién del
potencial de accién, intervienen en la hiperpolarizacidn, y en
general disminuyen la excitabilidad de las células cuando ellos
estan abiertos. Los diferentes canales de K' son distinguidos vy
clasificados principalmente por sus propiedades cinéticas, y en
sequndo término por sus caracteristicas farmacolégicas o de
selectividad iénica (Hille, 1992). Los canales de K' se pueden
clasificar en cuatro grupos principales: canales activados por el
voltaje (rectificacidn tardia, tipo "A"), activado por Ca?**, de la
rectificacién entrante y canales de K' modulados por mensajeros

quimicos y nucledétidos (Rudy, 1988} .

10
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Canales de Potasio de la Rectificaciém Tardia

El canal de K* de la rectificacidén tardia es el responsable de
la fase de repolarizacién del potencial de accidén en una gran
variedad de células excitables. Dos grandes criterios son usados
para clasificar algunos canales de K' como de la rectificacidn
tardia. El primero es que las corrientes macroscépicas que fluyen
a través de estos canales sea similar en su comportamiento
cinético y dependencia al voltaje a las corrientes descritas por
Hodgkin y Huxley (1952). El1 segundo criterio es de exclusidn:
corrientes de K* dependientes del voltaje suficientemente distintas
de las tipo "A" y que no sean activadas por un incremento en la
concentracién de Ca?* intracelular (Rudy, 1988). Corrientes del
rectificador tardio similares a las descritas por Hodgkin y Huxley
se han encontrado en nervios mielinicos (Dubois 1983; Dubois vy
Bergman, 1977; Frankenhaeuser, 1965), en axones de calamar
(Binstock y Goldman, 1969; Chandler y Meves, 1965; Shrager, 1974},
en neurcnas de moluscos (Adams y col., 1980) en misculo esquelético
{Adrian y col., 1970a y 1970b; Stanfield, 1970; Beam y Donaldson,
1983;), en misculo cardiaco (McAllister y Noble, 1966; Noble y
Tsien, 1968). Estudios recientes han mostrado la existencia de més

de un canal de K* de la rectificacidén tardia; en el nodo de

11
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Ranvier, se ha establecido que existen por lo menos tres tipos de
corrientes de K*, que corresponderian a tres tipos de canales
independientes, debido a que son blogueados selectivamente (Dubois,
1981 y 1983). Con el registro de corrientes a nivel unitario, en el
nodo de Ranvier, se han distinguido tres diferentes corrientes de
K* (Jonas y col., 1989), los cuales probablemente correspondan a
los tres componentes descritos en las corrientes macroscdpicas por
Dubois en 1981 y 1983. En el axén gigante de calamar, existen tres
tipos de canales, que se distinguen por sus diferentes
conductancias y probabilidades de apertura (Llano, Webb vy
Bezanilla, 1988).

Estos hallazgos muestran que una aparente corriente
macroscopica homogénea puede contener mds de un componente. En el
misculo esquelético de rana se han descrito dos componentes en l1as
corrientes macroscdpicas (rapido y lento), identificados en 1la
corriente que se produce al corte del pulsc de fijacidn de wvoltaje
(corriente de cola) (Adrian y col., 1970b).

En el axén de calamar, el bloque incompleto de las corrientes
de K' por 4-aminopiridina (4-AP), puede resultar én parte, de la
presencia de mas de un canal (Meves y Picon, 1977) .

La tabla 1 muestra las variaciones encontradas en 1los

diferentes canales de la rectificacidén tardia. A pesar de que es

i2
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imposible decir que es lo que determina las diferencias entre estas
corrientes, © cuantos subtipos de canales ellas representan, se

pueden distinguir varias diferencias (ver tabla 1).

Canales de Potasio de la rectificacién tardia en el misculo
esquelético. En el misculo esquelético de la rana y del mamifero,
los cambios de ias conductancias de Na* y K*' son los responsables
del potencial de accién (Adrian y col, 1970a y 1970b; Adrian y
Marshall, 1976; Beam y Donaldson 1983a; Duval y Léoty, 1978). Dada
la importancia de los canales de K, un éxito de estos trabajos fue
obtener una descripcién completa de dichos canales en términos de
las ecuaciones de Hodgkin y Huxley (1952), y comparar 1los
resultados de sus andlisis con los obtenidos en el axdn gigante de
calamar. Cuando la membrana fue despolarizada las corrientes
salientes de K* se desarrollaron con un incremento sigmoidal, en
una forma muy similar a como sucede en el axén. Una gran diferencia
entre el misculo esquelético y el axén de calamar es que la
corriente de la rectificacién tardia en el misculo esquelético se
inactiva durante un pulso de fijacién de duracidén prolongada
(Adrian y col., 1970a; Stanfield, 13970, Beam y Donaldson, 1983a;
Duval y Léoty, 1978)}. La inactivacidén en el estado estacionario se
desarrolla con un cursc temporal exponencial, similar a las

i3
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corrientes de sodio, sin embargo su dependencia al voltaje es menor
(Adrian y col., 1970a y 1970b; Argibay y Hutter, 1973). La
inactivacién es mucho mis riapida a temperatura ambiente (19-20°C)
que a bajas temperaturas (2-6°C) {(Adrian y col., 13970a&; Stanfield,
1970} .

En un amplio rango de temperaturas, el curso temporal de la
cinética de activacién de 1los canales de K' en el misculo
esquelético de mamifero, difiere cualitativamente de la cinética de
n* y el decaimiento de la corriente que se produce al corte del
pulso de fijacién también difiere de dicha cinética, las corrientes
medidas en temperaturas cercanas a la fisiolégica (> 25°C) son bién
descritas por un cinética de n*, a temperaturas intermedias (~15-
25°C) las corrientes son bién descritas por la cinética de n* solo
si un término de retardo es incluido, en frio (<15°C) 1las
corrientes no pueden ser ajustadas por esta cinética (Beam Yy
Donaldson, 19%83a).

Las corrientes del canal de K* de la rectificacién tardia del
anfibio y del mamifero muestran dos componentes, que de acuerdo a
su comportamiento cinético se les clasific6é como rapido y lento.
Ambos componentes tienen una relacién instant&nea corriente-
voltaje, lineal; en el misculo de rana el componente rapido tiene

un potencial de equilibrio mis positivo respecto al potencial de
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Tabla 1. Canales de la Rectificacién Tardia

ACTIVACION VELOCIDAD DE
PREPARACION BIOLOGICA INACTIVACION OTRAS CARACTERISTICAS
"umbral® cinética
(e}
{mv) [{..7:3}
Bxén gigante de calamar (Almers y - -70 1-6 Incremento sigmoidal de
col., 1980; Bezanilla, 1%85; Hodgkin (8-10°C) I. n', X = 4
v Huxley, 1952)
Misculo esquelético de rana 3°C
(Adrian ¥ col., 1970; Standenh ¥
col., 1985; Stanfield, 1970)
{a) Répide (8OW) > =70 5-50 1-2 Répideo: incremento
sigmoidal, x = 4
(b) Lento {20%) > 1-2 8 1-2
Nodo de Ranvier del ciétice de rana
{Dubocis, 1981 y 1983; Jonas, 1989}
{a) Inpi ~ 55% en fibras motoras y > -80 0.5-5 ~ 45 Incremento sigmoidal de
(12°C, 0 av) I en F1 y F2
(12°C)
52% en fibras sensoriales
{(b) Iy ~ 27% en motoras y 52% en
> -40 0.5-5 -2
(12°C, 0 mV}
sensoriales (12°0)
{c) Ixs - 18% en fibras motoras y - -go 20-100 >80 Incremento exponencial
de Is
sensoriales {12*C)
Neuronas simpaticas de rata > ~40 10-20 H Incremento sigmoidal
{Belluzzi y col., 1985%; Galvan y (25=C) (25°C, 26 nV)
col., 1984)

——

e

reposo, sin embargo, en el misculo de mamifero el componente rapido
es mids negativo que el potencial de reposo (Adrian y col., 1970b;
Stanfield, 1970; Duval y Léoty,

1978; Rudy, 1988). Sin embargo, éen

15



el misculo omohiodeo de 1la rata, la corriente gque genera el
componente lento, a potenciales hiperpolarizantes, es llevada a
través del canal de K' de la rectificacién entrante (Beam Yy
Donaldson, 1983a y 1983b). Duval y Léoty (1980a y 1980b) muestran
evidencias de que los misculos lentos presentan ambos componentes
(rdpido y 1lento), mientras que en los misculos rapidos sbélo
participa el componente rapido.

En estudios a nivel de canales Unicos, en vesiculas formadas
del sarcolema del misculo esquelético de la rana, las corrientes
del rectificador tardio muestran una conductancia unitaria de 15
picosiemens (pS) a una concentracién extracelular similar a la
fisiolégica; el promedio de corrientes unitarias generados por
pulso a intervalos breves muestran un proceso lento de disminucidn
de la corriente promedio, que puede deberse probablemente a un
fendmeno de inactivacién, similar al observado en el registro de la
corrientes poblacionales o macroscdpicas (Standen y col., 1984 y
1985). Los canales de K*' registrados a nivel unitario tienen
periodos de intensa actividad, los cuales son seguidos de
intervalos en los que el canal presenta una completa inactividad

(Standen y col., 1985; Edry-Schiller y col., 1991).
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Selectividad y bloque de los canales de potasio de la rectificacién
tardia. La secuencia de selectividad para los canales de K' de la
rectificacién tardia en diferentes tejidos, es esencialmente 1la
misma, y s6lo el talio(Tl*), K*, ion amonio (NH.) Y rubidio (Rb*)
son permeantes en estos canales (Bezanilla')r Armstrong, 1872;
Hille, 1973; Hagiwara y Takahashi, 1974; Latorre y Miller, 1983;
Standen y Stanfield, 1980). Armstrong y Bezanilla (1972) y Hille
(1973) postularon la existencia de un filtro de selectividad
localizado en el interior del canal. El filtro de selectividad es
visto como una parte estrecha en el conducto del canal, capaz de
deshidratar total o parcialmente e interactuar intimamente con el
ion permeante. El di&metro minimo del poro fue difinido
arbitrariamente, ajustando la forma de un pentagono formado por
cinco Atomos de oxigeno a una magnitud de 0.3 a 0.33 nanémetro (nm)
(Hille, 1973 y 1992). De esta forma, todos los iones mayores que
NH," (didmetro = 0.3 nm) son impermenates a través del canal. El1 NH/
tiene una permeacidén mucho mas facil de lo que se esperaria en este
modelo (Hille, 1973). Por ello se propuso que el NH,* hace puentes
de hidrégeno con el canal y acorta su distancia del centro del
stomo de nitrégeno al centro del dtomo de oxigeno a 0.28 mm. Los
iones de Na* y litio (Li*), a pesar de ser mas pequefios que el ion
K*, no pueden pasar a través del canal de K, dado que los oxigenos
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que forman parte del filtro de selectividad del poro no pueden
aproximarse lo suficientemente cerca para reemplazar el agua de
hidratacién (Hille, 1973 y 1992). El modelo, por ello, trabaja por
exclusién de los iones impermeantes mds que por afinidad selectiva
de los iones mas permeantes.

El Cs*, Na* y Li* blogquean fuertemente los canales de K, cuando
son agregados al medio interno. Si un ion puede bloquear, se puede
deber a que entre al canal, pero no puede atravesar el filtro de
selectividad. E1 Cs* es el bloqueador mds potente de los tres
cationes monovalentes y la secuencia de bloqueo es Cs' > Na‘ > Li*
(Hille, 1992). El bloqueo es dependiente del voltaje; la relacién
instantinea corriente-voltaje (I-V) normalmente 1lineal del
rectificador tardio es transformada por el bloqueador hacia una
relacidén instantdnea I-V no lineal. AdGn, con Cs* o Na*, la relacidn
instantdnea I-V degarrolla una pendiente negativa con grandes
despolarizaciones (Bezanilla y Armstrong, 1972). El Cs* puede
bloquear las corrientes entrantes pero no las corrientes salientes
cuando se agrega por el lado externo, y el efecto inverso se
observa cuando se agrega por el lado internc. Una forma de explicar
el bloqueo dependiente del voltaje es suponiendo la existencia de
varios sitios que unen a los iones de Cs* (Hille y Schwarz, 1978) .

El rectificador tardio también es bloqueado por los iones de

18
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tetraetilamonio (TEA*) y sus andlogos. El TEA* bloque los canales
de K* cuando se aplica ya sea por el lado intra o extracelular
(Adrian y col., 1970b; Armstrong, 1969 y 1971; Armstrong y Hille,
1972; Stanfield, 1970 y 1983). El efecto del TEA" fue estudiado por
Armstrong (1971) y se pueden resumir de la siguiente manera: a) Los
iones de amonio cuaternario (AC) aplicados por el lado intracelular
bloquean al canal solo cuando el canal est& abierto. b) La potencia
bloqueadora incrementa conforme la cadena de hidrocarburos
incrementa, como si los sitios de afinidad tuvieran una regidn
hidrofébica. ¢) Pafa compuestos mds grandes que el TEA*, el bloque
sufre un cierto retardo en su curso temporal, causandc una aparente
inactivacién de las corrientes de K*. La velocidad de bloque se
incrementa gi se aumenta la concentracién de AC. d) La reaccidn de
desbloqueo puede ser acelerada si la concentracidn extracelular de
K* se incrementa, como si los iones de K* que vienen desde el lado
externo fueran capaces de "limpiar" el canal blogueado, empujando
al bloqueador hacia el medio interno. Esta observacién implica que
el sitio de afinidad para AC esté en el interior del canal. e) Los
iones de AC pueden ser atrapados adentro del canal si las
compuertas son ripidamente cerradas por grandes pulsos
hiperpolarizantes.

Armstrong (1971) concluyd de estos experimentos que el canal

19



tiene una boca por el lado intracelular de aproximadamente 0.8 x
0.8 nm en donde se puede acomodar el TEA' y otros iones de AC. El
K* y el TEA* hidratados tiene el mismo diametro y pueden entrar al
canal a través de la boca intracelular, entonces el conducto
disminuye su didmetro a nivel del filtro de selectividad y sélo el
K* puede atravesarlo si es parcialmente deshidratado.

Los canales de K* de la rectificacién tardia también son
bloqueados por el ion bario (Ba®) (Armstrong y Taylor, 1980;
Hagiwara Y Kidokoro, 1971). El bloque por Ba?** es
extraordinariamente simple. El1 Ba?* y el K*' tienen una relacidn de
simple competencia; si el canal estd ocupado por K', entonces el
Ba®** no puede entrar, y viceversa (Armstrong y Taylor, 1980; Eaton
y Brodwick, 1980). En otras palabras, el canal solo puede ser

ocupado por un ion Ba* (Hille y Schwartz, 1979).

-~
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Canales de Potasio Tipo "“A"

‘-.,.
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Una corriente de K' relativamente répida y transitoria que se
activa con voltajes despolarizantes desde potenciales de membrana
hiperpolarizantes fue descrita inicialmente en neuronas de moluscos
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(Connors y Stevens, 1971; Hagiwara y col., 1961), y llamada
corriente "A" (I,). Las I, tienen una activacidén mas rapida que las
corrientes de K* de 1la rectificacidén tardia, y presentan una
inactivacién también mis ripida (Rudy, 1988). La hiperpolarizacidn
que sigue a un potencial de accidén remueve la inactivacidn de los
canales tipo "A", los cuales se abren transitoriamente , como
resultado de esto, el potencial de membrana se mueve hacia el
umbral del potencial de accién. Asi, los canales tipo "A" sirven
como un regulador en el intervalo entre potenciales de accidn

sucesivos (Connor, 1978, Rudy, 1988, Llin&s, 1988).

Canales de Potasio de la Rectificacidén Entrante

Katz (1949) encontro que, en solucidn isoténica de sulfato de
potasio, la conductancia del misculo esguelético de rana fue mucho
mayor para las corrientes entrantes que para las salientes. Esta
propiedad fue 1llamada ‘rectificacién anémala debido aque la
rectificacién fue en direccién opuesta a la predicha por la teoria
del campo constante (Goldman, 1943; Hodgkin y Katz, 19%49). La
rectificacién fue también en direccidn opuesta a las corrientes del
rectificador tardio encontradas en los axones de calamar (Hodgkin
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y col., 1949) y en las fibras musculares (Jenerick, 1959). El
término mAs descriptivo y actual, rectificacién entrante serda usado
en adelante.‘ Posteriormente diversos investigadores han
identificado las corrientes de la rectificacidén entrante en el
misculo esquelético (Adrian y Freygang, 1962; Adrian y col., 1970b;
Beam y Donaldson, 1983b; Duval y Léoty, 1978; Hestrin, 1981; Ohmori
y col., 1981; Van Heukelom, 1991; Standen y Stanfiel, 1978 y 1979).
Las corrientes de 1la rectificacidén entrante con propiedades
similares se han encontrado en otras células, como en los ovocitos
de la estrella de mar (Hagiwara y y Takahashi, 1977; Hagiwara y
Yoshii, 1979), en ovocitos de tunicate (Fukushima, 1982; Ohomori,
1978}, en fibras de Purkinje del corazdén (Hutter y Noble, 1960;
Ibarra y col., 1991; McAllister y Noble, 1966; Noble y Tsien,
1968), en neuronas de invertebrados (Kandel y Tauc, 1966}, en
neuronas de mamifero (Nelson y Frank, 1967; Stanfiel y col., 1985),
etc.

Esta propiedad de rectificacién tiene un papel importante en
el mantenimiento de la meseta del potencial de accidén del misculo
cardiaco, asi como su rdapida repolarizacidén y en determinar el
potencial de reposo ({(Ibarra y col., 1991; Noble, 1979). La
rectificacidén depende de la concentracidn extracelular de K' y
ocurre cerca del potencial de equilibrio del K* (Matsuda, 1988;
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vandenberg, 1987). La propiedad de rectificacidn entrante es
probablemente el resultado de un blogqueo por iones de magnesio
(Mg**) intracelulares, el Mg* citopldsmico bloque las corrientes
salientes sin afectar las corrientes entrantes (Pennefather y col.,

1992; Matsuda, 1988; Vandenberg, 1987}.

Canales de Potasio Activados por Calcio

Muchas células musculares y nerviosas poseen canales de K*
activados por concentraciones micromolares de Ca?®** intracelular
{Latorre y col., 1989; McManus y Magleby, 1991; Meech, 1974; Peyer
y c¢ol., 1982). Los canales son altamente selectivos a K* y tienen
una conductancia (100 a 350 pS}) 10 a 20 veces mayor que la de los
canales de K*' descritos por Hodgkin y Huxley (Blatz y Magleby,
1984; Pallota y col 1981; Yellen, 1984). La frecuencia con la cual
se abren estos canales y el tiempo promedio de apertura son
controlados de una manera reversible por las [Ca*] en el lado
intracelular de la membrana, y son modulados por el potencial de
membrana en presencia de Ca?* (Barrett y col., 1982; Pallota y col.,
1981; McManus y Magleby, 1991). Dada su alta conductancia, se han
clasificado como grandes canales (BK, B del inglés "big") o maxi-
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canales, sin embargo se han encontrado canales de K' activados por
Ca* de bajas conductancias (SK, S del inglés "small") y otros de
conductancias intermedias con diferentes propiedades (Romey Yy
Lazdunzky, 1984; Blatz y Magleby, 1986). Los canales presentan
periodos de intensa actividad seguido de periodos silentes, un
comportamiento gque se descrito como actividad de salvas o de
explosiones. Los canales de K' activados por Ca®** juegan un papel
fundamental en el metabolismo celular. Son importantes en la
requlacién de la frecuencia de disparo neuronal (Hotson y Prince,
1980; Storm,1987; Yarom y col., 1985), en células secretorias su
activacién da como resultado el cierre de canales de calcio
activados por el voltaje, de esta forma proporciona un mecanismo de
retroalimentacidén negativa para la entrada de Ca** (Bourque y col.,
1985).

La cinética de estos canales depende de la cinética compleja
del influjo de Ca? a la célula, de la difusidén y amortiguamiento
del Ca?, de la expulsidn y captacidn por organelos intracelulares,
de la interaccién del Ca?* con el canal, y de las transiciones
dependientes del voltaje (Hille, 1992). En el misculo esquelético
el canal puede unir tres o mas iones de Ca®* para entrar a un estado
de completa actividad, lo que sugiere que para que el canal se abra
debe de transitar por lo menos a través de cinco estados cerrados,
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ademds, el canal puede abrirse con un ndmerc diferente de Ca*
unido(s) a él, por lo que el canal puede tener tres o cuatro

estados abiertos (McManus y Magleby, 1988 y 1991).

Canales de Potasio Modulados por Mensajeros Quimicos y Nucledtidos

La divisién de funciones entre las células de un organismo
multicelular requiere que cada poblacidén celular sea capaz de
influir sobre la funcién de otra poblacidédn celular y a su vez
responda a los requerimientos de otras poblaciones. Gran parte de
esta coordinacién se obtiene mediante sefiales quimicas. Sin
embargo, la llegada de una seflal nunca invade la privacidad de la
célula. Distribuidas sobre la superficie externa de la membrana
celular se encuentran cierto tipo de moléculas llamadas receptores,
las cuales detectan la llegada de un mensajero y activan una via de
informacidén que finalmente regula un proceso celular como la
secrecidén, el crecimiento o la contraccidén. En muchas formas de
comunicacién celular, los mensajeros gquimicos transmiten la
informacién de una célula a otra y, en muchos casos hacen un relevo
sobre una clase de moléculas llamadas proteinas G, para dirigir el
flujo de la seflal desde el receptor al resto de la célula. Las
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proteinas G son proteinas integrales de membrana que se localizan
en la cara citopldsmica de la membrana celular, y son llamadas asi
debidoc a su capacidad de unir nucledétidos de guanina. Estas
proteinas actian sobre otras moléculas llamadas efectoras, con
frecuencia el efector es una enzima que cataliza la formacién de un
segundo mensajero activo a partir de una molécula precursora
inactiva. El1 segundo mensajerc puede difundir a través del
citoplasma y llevar la informacidén mas alla de la membrana celular.
(Gilman, 1970 y 1987; Roos y Gilman, 1980)

Diversos neurotransmisores y hormonas (mensajeros quimicos)
modifican la excitabilidad celular, modulando la funcidén de los
canales de K*. La regulacién de los canales de K' por mensajeros
quimicos (MQ) es diferente de la accidn de acetilcolina (Ach) sobre
el receptor nicotinico en la placa neuromuscular, aqui, el canal
iénico es parte integral de la macromolécula receptora, por lo que
un término apropiado es el de receptor-canal (Fig. la). La apertura
del receptor-canal es iniciado por la interaccién de las moléculas
de Ach con el receptor-canal (Colquhoun y Sakmann, 1985; Del
Castillo y Katz, 1957; Neher y Sakmann, 1992). Por otra parte, los
canales idnicos pueden coexistir como moléculas independientes de
los receptores y los efectos sobre los canales de K' son mediados
via sequndos mensajeros (tal como se ha descrito previamente), los
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cuales son activados como resultado de una interaccidn del MQ y el
receptor (Fig. 1b).

Los MQ modulan 1los canales de KXK' en diferentes tipos
celulares, por ejemplo, en las células de secrecidn exocrinas y
endocrinas (Petersen y Findaly, 1987), en neuronas {(Nicoll, 1988},
etc. La medicién directa de las corrientes idnicas en células
intactas, ha demostrado que si se agregan los agentes estimulantes
por la cara extracelular de la membrana, é&stos influyen en la
actividad de los canales idnicos, a pesar de que los MQ no tienen
acceso a la cara citopléasmica de la membrana, lo que sugiere
fuertemente que su accidén es mediada por segundos mensajeros
(Neher, 1988). En el caso de la activacidén hormonal de las células
del acino pancredtico, el Ca?" es el segundo mensajero y el canal
de K* que se activa por Ca? tiene una gran conductancia unitaria,
su probabilidad de apertura depende del voltaje y es bloqueado por
tetraetilamonio (Petersen y Maruyama, 1984; Suzuki y col., 1985).

La modulacidén f-adrenérgica de canales de K*' también se ha
estudiado en el misculo cardiaco. Asi, Tsien, Giles y Greengard
(1972) describieron que en las células de Purkinje las corrientes
iénicas que fluyen a través del canal de la rectificacién tardia se
incrementa por agonistas f-adrenérgicos y dque este efecto es
mediado por el AMPc (Cachelin y col., 1983; Brum y col., 1984;
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Fig. 1. Mecanismos de modulacién de los canales idnicos. (A) En
algunos canales el estimulo ejerce su efecto directamente sobre el
canal idnico para modificar su actividad, como en caso del receptor
a Ach. (B) La cascada cléasica del segundo mensajero. En otros
canales el receptor es un molécula fisicamente separada que se
comunica con el canal a través de un segundo mensajero difisuble,
esta comunicacidén la hacen a través de una proteina G. (C)
Modulacidén de canales idnicos por proteinas G. Este tipo de
regulacién es wuna via de informacién limitada a la membrana
celular, para ello participan sélo tres moléculas: receptor,
proteina G y canal idénico. La proteina G interactGa directamente
con el canal y no requiere de la participacién de segundos
mensajeros.
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Wwalsh y col, 1989). Posteriormente se describié que las
catecolaminas hiperpolarizan a las células de Purkinje y que 1o
hacen en condiciones en que no se esperaria ninguna contribucién
importante de la bomba de Na/K (Gadsby, 1983). Los canales de K* de
la rectificacién tardia en células del sistema inmune (linfocitos
B), también son moduladeos por segundos mensajercs (AMPc),
produciendo un répido decremento de la conductancia a K' y un
incremento de lag velocidades de activacién y de inactivacidn
(Choquet y col., 1987).

Otro tipo de canal de K* que es modulado, es el que genera la
llamada corriente "S" en neuronas de moluscos. La fosforilacién de
canales iénicos por la subunidad catalitica (SC) de la proteina
cinasa dependiente de AMPc es un paso necesario en el proceso que
lleva a la activacién de los canales de K en diversos tipos
celulares, tales como los canales de K*' activados por serotonina
(S} en neuronas de Aplysia (Adams y Levitan, 1982; Klein y col.,
1982) y los canales de K* activados por Ca®* en neuronas de caracol
(Ewald y col., 1985; Peyer y col., 1982). Por otra parte también
existen evidencias de que la SC cierra canales de K' sensibles a
serotonina (Shuster y col., 1985). La substancia P despolariza
neuronas mediante 1la reduccién de la corriente de K de 1la

rectificacién entrante (Stanfield y col., 1985).

29



. - - . -

[
.

Las fibras simpiticas del sistema nerviosos auténomo terminan
sobre neuronas del plexo submucoso dentro de la pared intestinal.
La noradrenalina liberada de estas fibras actia sobre 1los
receptores o,-adrenérgicos de las neuronas, lo gque lleva a una
hiperpolarizacién de la membrana celular debido a la apertura de
canales de K* (Mihara y col., 1985; Tatsumi y ceol., 1990). Otro
ejemplo es la modulacién de una corriente tipo "A" por
noradrenalina, acttando a través del receptor @, sSobre neuronas
serotoninérgicas del nicleo del rafe dorsal (Aghajanian, 1985)}.

Hasta hace algunos aiios, la modulacién de los canales idnicos
a través de segundos mensajeros, se pensaba que era la Gnica forma
de modulacién de los canales iénicos. Sin embargo, se ha descrito
un nuevo mecanismo de modulacién de los canales idnicos en diversos
tipos celﬁlares: modulacién de canales iénicos directamente por
proteinas G, sin que para ello interﬁengan segundos wmensajeros
(Fig. 1C). La modulacién de los canales iénicos por proteinas G

serd detallada en la seccidén de antecedentes.

Canales de potasio sensibles a ATP

Los canales de K* cuya actividad puede ser regulada por el
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trifosfato de adenosina (ATP) fueron descritos inicialmente en el
misculo cardiaco por Noma (1983) y en células § del pancreas por
Cook y Hales (1984). Estos canales de K' sensibles a ATP (Kure) estan
abiertos en ausencia de ATP, el 50% de los canales se encuentran
cerrados cuando la concentracidén de ATP es de 15 a 100 uM, y casi
todos estdn cerrados a concentraciones de 1 mM (Cook y Hales, 1984;
Lederer y Nichols, 198%; Trube y col., 1986). Los canales de K, Sse
han encontrado también en el misculo esquelético (Spruce y col.,
1987) y neuronas (Ashford y col., 1988). En contraste con los
canales de K*' activados por Ca?*, la probabilidad de apertura de los
canales de K,, es virtualmente insensible a los cambios del
potencial de membrana (Findaly y col., 1985; Hille, 1992). Las
drogas hipoglucemiantes del tipo de las sulfunonilureas
(tolbutamidé y glibenclamida) disminuyen la probabilidad de
apertura de los canales K, en las células f-pancreaticas y en
misculo esquelético de rana (Petersen y Findlay, 1987; Standen y
col., 1992; Trube y col., 1986). El papel funcional de este canal
esta intimamente relacionado a la funcidén celular, por ejemplo, en
las células f del pancreas ellos son esenciales en la regulacidn
de la secrecién de insulina. La liberacién de insulina normalmente
se lleva a cabo por un proceso que depende del flujo de Ca® hacia
el interior de la célula durante el potencial de accidn, cuando los
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niveles de glucosa sanguinéa son elevados; la secrecidén de insulina
cesa cuando los niveles de glucosa disminuyen, debido a la
actividad de los canales K,p, que hiperpolarizan a las células B-
pancreaticas (Cook y Hales, 1984; Ashcroft y col., 1984; Petersen
y Findlay, 1987; Rorsman y Trube, 1985). En el misculo cardiaco, se
ha sugerido que juegan cierto papel durante la isquemia (Heidbuchel
y col., 1990), y en el masculo esquelético durante el ejercicio

(Spruce y col., 1987; Standen y col., 1592).

ANTECEDENTES

Como se ha mencionado, los mensajeros quimicos son usados para
transmitir informacién de una célula a otra, y en muchos casos, las
proteinas G, gue acoplan a los receptores a diferentes efectores,
juegan un papel critico en la respuesta. Todas las respuestas
pueden incluir algunos cambios en las propiedades eléctricas de la
célula y de los canales idnicos de los cuales esas propiedades
eléctricas son derivadas. Hasta aqui, tales cambios se pensaba que

estaban mediados por segundos mensajeros difusibles en el
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citoplasma, sin embargo, es claro que las proteinas G también
acoplan receptores a canales ibnicos sin la participacién de
mensajeros difusibles en el citoplasma, una via de transmisidén de
informacién que estd limitada a la membrana celular. En la
regulacién de los canales idnicos, las proteinas G pueden ser
indispensables en la apertura de los canales, o bién, ellas pueden
ejercer un efecto modulador si se asocia con alglin otro estimulo
como el potencial de membrana.

Las proteinas G son proteinas integrales de membrana que se
encuentran en la superficie interna de la membrana celular y son
llamadas asi, debidos a su capacidad de ligar nucledtidos de
guanina. Estan formadas de tres cadenas protéicas o subunidades,
llamadas, de la mas grande a la mas pequefia, alfa {¢), beta (B) vy
gama {y). La subunidad o difiere en cada proteina G aislada hasta
el momento {(Bockaert y col., 1987; Gilman, 1987). Las subunidades
f y Yy no son necesariamente Unicas; diferentes cadenas o pueden
estar unidas al mismo par de subunidades beta-gama © a diferentes
pares. Algunos investigadores han identificado cinco distintas
subunidades B, y mids de diez subunidades y, sugiriendo que més de
1000 combinaciones de o, B y vy pueden ser posibles (Simon y col.,
1991} .

En el estado de reposco las tres subunidades forman un

33



)

o

-

T

. i 5 - " . . !
. - L . . ' . ' ' ' f

complejo, y el difosfato de guanosina (GDP) estd unido a la
subunidad o. Después de que un primer mensajero llega a un
receﬁtor, el receptor, a través de un cambio conformacional, se une
a la proteina G. Esta intéraccidn favorece que la subunidad o
libere el GDP, entonces el trifosfato de guanosina (GTP), ocupa el
sitio dejado por el GDP, entonces modifica la estructura de la
subunidad o, y de estd forma la activa (Bourne y col., 1990 y 1991;
Simon y col, 1991).

Una vez activada, la subunidad o se disocia de las subunidades
B-yv y difunde a lo largo de la superficie interna de la membrana
celular hasta que se une con un efector, que en general es una
enzima (Bourne y col., 1990). Después de algunos segundos, la
subunidad o« hidroliza al GTP para formar GDP, pasando de esta forma
a su estado inactivado. Una vez inactivada la subunidad o, esta se
disocia del efector y entoneces se reasocia con las subunidades B
y Y {(Bourne y col., 1990; Simon y col., 1991). Asi, la proteina G
funciona como un activador y temporizador, determinando cuando y
por cuanto tiempo la via de informacién estarid en estado activado
o desactivado (Bourne y col., 1990). La subunidad « actiyada puede
interactuar con las proteinas efectoras y la seflal de informacidn
se amplificard. Tales efectores incluyen canales iénicos y enzimas,

estos ultimos generan a los segundos mensajeros. Los segundos
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mensajeros, tales como el AMPc o trifosfato de inositol, producen
sorprendentes cambios intracelulares como fosforilacidén de
proteinas, transcripcién genética, reorganizacién del
citoesqueleto, secrecién y cambios en el potencial de membrana
(Bourne y col., 1990 y 1991; Simon y col., 1991).

Las proteinas G pueden ser activadas independientemente del
receptor mediante la inclusién de analogos no hidrolizables del GTP
(GTPYS) o por fluoruro (F) y aluminio (Al*). Los efectos del F se
han observado sobre la actividad de efectores enzimaticos de las
proteinas G, tales como adenilato ciclasa, fosfolipasa C y 1la
fosfodiesterasa del GMPc (Bigay y col., 1987; Blackmore y col.,
1985; Downs, Jr. y col., 1980: Hatta y col., 1986; Graff y col.,
1987; Ross y Gilman, 1980; Waldo y col., 1991; Yamazaki y col.,
1987). Rall y Sutherland (1958) fueron los primeros en dar
evidencias que el F- modificaba la actividad de adenilato ciclasa,
sin embargo, este es un efecto indirecto o secundario, el substrato

del F es la proteina G misma (Bigay y col., 1987; Howlett y col.,

1979) . Efectos similares del F- sobre las proteinas G se han
observado en otros sistemas: en la transducina de los
fotoreceptores , hormonas que inhiben a 1la adenilato ciclasa

mediante una proteina Gi y sobre la estimulacién hormonal de la
fosfolipasa C (Gilman, 1987; Katada y col., 1984; Sitaramayya ¥y
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col., 1986). E1 F- actia sobre la subunidad o de la proteina G, la
cual tiene el sitio de unién para el nucleétido de guanina (Northup
y col., 1983). La sensibilidad del F- depende del tipo de
nucledtido o del andlogo unido a la subunidad o, por ejemplo, la
proteina G con un GDP unido a la subunidad o es activable por F-,
pero no una proteina G con GMP o GDPRS (Eckstein y col, 1979).
Sternweis y Gilman (1882) demostraron que la activacién de la
proteina G por F~ requiere de la presencia de Al’" en cantidades
micromolares. Existen c¢laras evidencias que el AlF,” activa
cantidades estequiométricas de transducina en el rango micromolar,
adémés, se ha observado que esta activacidn requiere de 1la
presencia de GDP en el sitio del nucledétido de la subunidad o
(Bigay y col., 1985 y 1987). Dada la analogia estructural entre el
AlF,” y el grupo fosfato, se sugirid que el AlF,” funciona como un
andlogo de fosfato de alta afinidad, el cual se puede unir al GDP
en la posicién y del sitio del nucleétido de la subunidad o y
mimetiza al vy-fosfato, de esta forma modifica la estructura
conformacional de la proteina G, llevandola a su estado activado,
normalmente observado con el GTP o sus andlogos (Bigay y col.,

1987) .
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Canales Iénicos y su Regulacién por Proteinas G

La importancia de las proteinas G en la biologia celular
continia incrementandose, mediante la expansién del conocimiento
acerca de la funcidén celular en los.mecanismos de transduccidn que
son mediados por estas proteinas G. En esta seccidn trataremos del
mecanismo mas recientemente descrito: El efecto directo de las
proteinas G sobre los canales ibnicos.

El nuevo mecanismo de regulacién de los canales idnicos a
través de un efecto directo de las proteinas G fue mostrado
estudiando las acciones que ejerce el nervio vago sobre el corazén.
La acetilcolina (Ach) liberada del nervio vago modula la frecuencia
y fuerza de contraccidn del corazén (Kunze, 1972). La respuesta se
debe a que las moléculas de Ach 1liberadas por las neuronas
parasimp&ticas en el corazén se unen a los receptores muscarinicos
y activan un canal de K' que enlentece el marcapaso del corazdn e
hiperpolariza las células musculares atriales (Osterrieder y col.,
1981; Sakmann y col., 1983). El canal activado es un canal de K’ de
la rectificacién entrante activado por Ach (K,,). Las corrientes de
K* que fluyen a través del K,, registradas a nivel de un sbélo canal,
a pesar de no ser completamente diferentes, son altamente
especificas en su activacién por Ach de por lo menos seis
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diferentes canales de K' (Brown y Birnbaumer, 1988; Sakmann y col.,
1983). La Ach activa las corrientes en la célula entera (Il
después de aproximadamente 100 ms {(Osterrieder y col., 1981} y un
retardo de esta magnitud hacia suponer que en el mecanismo de
transduccién participaban segundos mensajeros difusibles. 8Sin
embargo, ninguno de los mensajefos solubles, tales como el AMPc,
GMPc o Ca?*", pudieron reproducir los efectos de Ach (Soejima y Noma,
1984; Trautwien y col., 1982). Un evento que llamo la atencién,
cuando los canales de K,, se registraban a nivel unitario en la
configuracidén de "cell-atached", fue que cuando Ach se encontraba
en la solucidn de la pipeta de registro, pero no en la solucién del
bafio, activaba los canales de K,, (Soejima y Noma, 1984). Se
sugirid entonces que una proteina G pudiera estar participando en
este mecanismo, debido a que el GTP fue esencial para la activacién
de la I de la célula entera, por otra parte, la toxina pertussi,
una toxina que inhibe el acople entre el receptor y la proteina G,
previno la activacidén de estas corrientes (Pfaffinger y col.,
1985) . Asimismo, la perfusién intracelular con un anidlogo no
hidrolizables del GTP, el GMP-P{(NH)P, mantuvo la respuesta
muscarinica, aGn después del lavado de Ach (Breitweieser y Szabo,
1985), mas atn, el GTPyS activdé las corrientes a nivel unitario,
sin la estimulacidén del receptor muscarinico (Kurachi y col.,
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1986a), y el magnesio (Mg®) fue un cofactor en la respuesta a Ach
(Kurachi y col., 1986b).

El mecanismo especifico fue mostrado cuando se emplearon
proteinas G purificadas de eritrocitos humanos (Codina y col.,
1983, 1984a y 1984b). S6lo tuve efecto la proteina G; sensible a la
toxina pertussi, mientras que la proteina G sensible a la toxina
del colera carecid de efecto (Brown y Birnbaumer, 1988; Codina y
col., 1987; Yatani y col., 1987 y 1988). La subunidad o de 1la
proteina G; preactivada con GTPyS fue aplicada a concentraciones
picomolares y mimetizé la respuesta muscarinica, mientras que las
subunidades Py fueron inefectivas a concentraciones nanomolares,
asi también, el ATPyS, AMP-P(NH)P y los esteres de forbol fueron
inefectivos, por lo que se puede excluir la participacién de
cinasas proteicas en este mecanismo de transduccidén (Brown vy
Birnbaumer,‘1988 Yy 1990). La proteina G; sensible a la toxina
pertussi purificada de eritrocitos humanos (Gy), la subunidad o
purificada y preéctivada, el GTPyS y Ach, todos producen activacién
de los canales de K,, en la misma forma, es decir, incrementan la
frecuencia de apertura del canal, sin cambiar ni su conductancia ni
el tiempo promedio de apertura (Codina y col., 1987; Yatani y col.,
1987) . Con esta serie de resultados se llego a la conclusidn de que
la proteina G; activa directamente al canal de K' acoplado al
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receptor muscarinico.

La modulacidén de los canales de K' por proteinas G también se
ha estudiado en otras células. Asi, en las célulés GH,, una linea
celulaf de la hipdéfisis anterior, se ha decsrito que un canal de K*
acoplado al receptor de la hormona de crecimiento es modulado
directamente por una proteina G, de una forma muy similar a como
sucede para el canal de K' acoplado al receptor muscarinico en el
corazdn, es decir, la subunidad o de la proteina G incrementa la
frecuencia de apertura del canal (Codina y col., 1987). En
neuronas, una serie de receptores a diferentes neurotransmisores
(Ach, serotonina, dopamina, GABA y peptidos opioides) estan
ac&plados a diferentes canales de K*, el mecanismo que acopla el
receptor con el canal depende de GTP y es inhibido por la toxina
pertussi, la proteina G involucrada es la G, (Brown y Birnbaumer,
1990) . En neuronas pirdmidales de hipocampo de rata, se establecid
que cuatro diferentes canales de K* modificaron su actividad,
cuando la proteina G, purificada fue aplicada por 1la cara
citopldasmica de la membrana celular, no se observo ningin efecto
cuando se aplicaron otras proteinas G, ¢ en presencia de
activadores de cinasas (Van Dongen y col., 1988).

Existen evidencias que los canales de Ca®* son modulados
directamente por proteinas G. La activacién de las proteinas G en
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el misculo esquelético puede tener un papel regulador en el
mecanismo del acople excitacién—coqtraccién a través de 1la
modulacién de los canales de Ca® sensibles a la dihidropiridinas
(DHP) ; el GTPyS: 1) incrementa la sensibilidad al voltaje de los
canales, en términos del movimiento de carga y de la apertura de
los canales (Garcia y col, 1990), y 2) produce una fuerte
contraccidn isométrica, la cual es bloqueada por antagonistas de
los receptores a DHP (nicardipina y nifedipina), por el GDPRS vy
por la toxina pertussi {(Mouzou y col., 1992; Somasundaram y col.,
1991) . Hamilton y col., {(1991) mostraron que existe una interaccién
directa entre los canales de Ca* sensibles a las DHP y la proteina
Gs, para ello, wutilizaron la proteina-canal purificada de la
membrana del tdbulo transverso del misculo esquelético y 1la
subunidad o de la proteina G;, los elementos purificados fueron
estudiados por reconstitucién directa en una bicapa de lipidos y
los resultados mostraron que la la proteina G incrementa la
probabilidad de apertura de 1los canales sin modificar su
conductancia. Los canales de Ca* del misculo cardiaco sensibles a
las DHP también son modulados por porteinas G. El1 GTPyS incrementa
la actividad de los canales de Ca?* previamente estimulados con
isoproterenol (un agonista de los receptores B-adrenérgicos) o con
BAY K 8644 (un agonista de 1los receptores a las DHP), en
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experimentos de reconstitucién, el GTPYyS, la proteina G; y 1la
subunidad as purificadas, incrementaron‘la probabilidad de apertura
de los canales, dicho incremento se debidé a un aumento en 1la
frecuencia de apertura y a qué los canales permanecieron mas tiempo
abiertos (Imoto y col., 1988; Yatani y col., 1987). Una serie de
experimentos similares a los descritos para el misculo ha dado
evidencias de que los canales de Ca®* en neuronas y en células
neurosecretoras son modulados por la proteina G,, la proteina G mas
comin en el cerebro y para la cual no se ha descrito una funcidn.
El efecto inhibitorio del péptido opioide D-alaD-leu-encefalina
sobre las corrientes de calcio (I.) en un hibrido celular de
neuroblastcma-glioma es prevenido por la toxina pertussi y el
GDPBS, el efecto inhibitorio es restablecido por la subunidad o de
la proteina G, y el GTPyS (Hescheler y c¢ol., 1987); en neuronas del
ganglio de la raiz dorsal el GABA y la noradrenalina disminuyen la
amplitud de las I.,, asi como la duracion de los potenciales de
accidn, el GTPyS reproduce estos efectos, la toxina pertussi y el
GDPRS blogquean las respuestas provocadas por el GABA, la
noradrenaiina y el GTPyS (Holz y col., 1986; Lépez y Brown, 1991;
Pollo y col., 1991); 1la hormona 1liberadora de 1la hormona
luteinizante y el GTPyS reducen parcialmente la amplitud de la I,
y disminuyen la cinética de activacién de las corrientes, en
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neuronas del sistema nervioso simpdtico (Elmslie y col., 1990); la
activacién de receptores muscarinicog y la somatostatina en 1la
células GH, producen un efecto inhibitorio sobre los canales de
Ca**, este efecto es mediado por dos subtipos de la proteina G,, G,
Y Gy, respectivamente (Kleuss y col., 1991); la somatostaina reduce
las I., dependientes del voltaje y la concentracién de Ca?** libre
citoplasmico, en una linea celular de la hipéfisis (AtT-20/D16-16),
igualmente, este efecto se observo en presencia de GTPyS, vy la
toxina pertussi evité el efecto de somatostatina y del GTPyS (Lewis

y col., 1986).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢8era posible que los canales de potasio de la rectificacién
tardia en el misculo esquelético sean sujetos a un fendmeno de
modulacidn, ya sea directamente a través de una proteina G, o via
segundos mensajeros?.

El antecedente inmediato que dio origen a este problema surge
del trabajo de Hille y Campbell (1976}, donde describieron el
método del triple espacio de vaselina, desarrollado para registros
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de corrientes y potenciales de membrana de £fibras musculares
esqueléticas. En sus experimentos, el compartimiento intracelular
de la fibra muscular de Rana pipiens fue mantenido con soluciones
que contenian F- como el anidén mds importante. En los registros de
potenciales de accidn, la duracidn de estos, fue usualmente varias
veces mayor que los potenciales de accidén registrados por Adrian y
col. {1970a), con el método de los microelectrodos. Durante los
experimentos de fijacidén del voltaje, observaron que las corrientes
de K* de la rectificacidn tardia estaban fuertemente disminuidas o
ausentes. En experimentos posteriores, utilizando la misma técnica,
Vergara y col. (1978), registraron potenciales de accién de
duracién y amplitud similares a los reportados por Adrian y col.
(1970a), asi mismo, cuando registraron las corrientes del
rectificador tardio, estas estuvieron presentes y fueron de
caracteristicas similares a las registradas por Adrian y col.
(1970a), Stanfield (1970), Beam y Donaldson (1983), etc., cuando en
el compartimiento intracelular habia aspartato como el anién
principal en lugar de F-.

La interaccién del F° con los canales de K* de la rectificacidn
tardia también se ha estudiado en el ax6én de calamar. Cuando el
glutamato de potasio fue sustituido por fluoruro de potasio (KF) en
el lado intracelular, 1las corrientes del rectificador tardio
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disminuyeron dréasticamente y su activacién fue muy lenta a
cualquier potencial de membrana, estos gfectos se presentan con un
curso temporal lento, de 30 a 60 min (Chandler y Meves, 1970; Adams
y Oxford, 1983), la recuperacién de las corrientes se presenta
cuando el F° es eliminado del interior del axdénm (Adams y Oxford,
1983).

Con estas evidencias se pueden plantear por los menos dos
interrogantes: ¢el sitio de accidn del F- es directamente sobre el
canal idnico, de tal forma que esta interaccidén impida el flujo de
K* a través de él1?, o bién, ¢el F activard cierta molécula de tal
manera que, esta molécula al ser modificada por el F* pueda inhibir
directa o indirectamente la actividad del canal?.

En wuna serie de trabajos realizados por diferentes
investigadores (ver antecedentes), se ha llegado a la conclusidn
que el F° al formar un complejo con el Al* es capaz de activar a
las protein;s G. El1 AlF,” se une al GDP qQue se encuentra en la
subunidad o de la proteina G, lo que permite que la proteina G se
disocie en sus subunidades o y By (Bigay y col., 1987),
posteriormente la subunidad o activada, ejerce su accidén sobre
diversos efectores, entre los cuales se pueden encontrar canales
idnico o enzimas (Bigay y col., 1987; Pffafinger y col., 1985; Roos
y Gilman, 1980). ¢Es entonces la proteina G la responsable de la
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inhibicién de la corrientes del rectificador tardio en el mdsculo
esquelético?. Un mecanismo probable geria que las proteinas G
modificaran la actividad del canal directamente, es decir, sin la
participacién de segundos mensajeros, tal como se ha reportado para
diferentes canales de X' en diferentes tejidos (Codina y col.,
1987; Breitweieser y Szabo, 1985; Pffafinger y col., 1985; Yatani
y col., 1988).

Otro posible mecanismo seria que la inhibicidn de los canales
de la rectificacién tardia se deba a una via mediada por segundos
mensajeros difusibles en el citoplasma, de una manera similar a
como se ha descrito la modulacién de los canales de Ca* en miocitos

cardiacos (Reuter, 1983; Tsien, 1983; Trautwein y Hescheler, 1990)

HIPOTESIS

Las hipétesis de este trabajo de tesis fueron las siguientes:
a} si los canales de K' de la rectificacién tardia del masculo
esquelético son modulados por las proteinas G, sin-la participacién
de segundos mensajeros, entonces al activar a estas proteinas,
mediante la aplicacidn intracelular de GTP o cualgquiera de sus
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andlogos, produciran una disminucidén o ausencia de las corrientes

de K* vy, b} ya que los efectos del fluoruro de aluminio sobre las

proteinas G en una gran variedad de sistemas enzimaticos, se deben

bisicamente a su analogia estructural con el grupo fosfato (Bigay
y col., 1987; Blackmore y col., 1985; Downs, Jr. y col., 1980:
Hatta y col., 1986; Mockel y col., 1987; Ross y Gilman, 1980; Waldo
y col., 1%991; Yamazaki y col., 13887}, puede esperarse que al
aplicarlo por el lado citopléasmico de la membrana celular, tenga
efectos similares a los producidos por GTP o sus andlogos sobre
las corrientes del rectificador tardio.

Por lo tanto, los objetivos fueron: 1)investigar si las
proteinas G tienen un efecto directo sobre los canales de K* de la
rectificacién tardia, y 2)caracterizar dicho efecto sobre las
corrientes que fluyen a través de un solo canal. Asi, en el
presente trabajo se estudia: a) la accidén del fluoruro y del GTPyS
sobre las corrientes de K' de la rectificacidén tardia registradas
a nivel unitario, y b) la accidén del GDPRS sobre efectos producidos

por el fluoruro y el GTPvyS.
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METODO

PREPARACION BIOLOGICA

Los experimentos se realizaron en vesiculas de la membrana
plasmatica de fibras musculares esqueléticas de rana adulta. Para
la obtencién de las vesiculas se utilizd un procedimiento similar
al descrito por Standen y col., en 1984. En el presente trabajo
s6lo se utilizd colagenasa, mientras que en el procedimiento
original se emplea c¢olagenasa Yy proteasa como tratamiento
enzimatico.

Las ranas gue se emplearon fueron de la especie Montezumae,
las cuales fueron sacrificadas mediante decapitacién y destruccién
de la médula espinal. El misculo semitendinoso fue disecado en

solucién de Ringer (Tabla 2, solucién B}, y, previo a la exposicién
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con la enzima, el misculo fue bafiado con una solucién en la que el
Na* fue sustituido completamente por K'y el Ca™ por Mg** (Tabla 2,
solucién C), la sustitucién de la solucidén de Ringer por la
solucién de alto-K sin Ca** fue lenta y progresiva. Cuando el
misculc fue sumergido en la solucidén con la alta concentracién de
K*, la membrana celular se despolarizdé y el misculo presenté una
contractura que durd algunos sequndos, para posteriormente tener
una relajacidn completa y permanente (Hodking y Horowicz, 1960a y
1960b; Luttgau, 1963} .

Debido a la exclusién total de Na* y a la alta concentracidén
de KCl, en la solucidn extracelular, la membrana presenta una gran
permeabilidad al K*'. Mientras que el misculo presenta esta
permeabilidad diferencial al K' y no al Na*, este es libremente
permeable al Cl°. El1 Cl° entra a la célula en una relacidn casi
equivalente al K'. El incremento en las concentraciones de K* y Cl-
intracelular promueve el flujo de agua hacia el mismo
compartimiento, hasta que la osmolaridad es la misma en ambos
espacios (intra y extracelular) (Boyle y Conway, 1941).

Al misculo relajado se le aplicd una ligera tensién y se
expuso a colagenasa tipo IA, a una concentracidén de 50 unidades por
mililitro (ml), por un periodo de 30 a 60 minutos a temperatura
ambiente (20 a 25 °C). Cuando gran parte del tejido conectivo que
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rodea al musculo ha sido digerido, la colagenasa es eliminada
mediante varios lavados con solucién de alto-K sin Ca’ (Tabla 2,
solucidn C). .

La formacién de vesiculas sucede durante y después del
tratamiento con la enzima, esta inicia como evaginaciones de 1la
membrana gque posteriormente se desprenden, formando vesiculas
esféricas, las cuales carecen de invaginaciones y de inclusiones
citoplasmicas, su potencial de membrana es muy cercano a Ccero
milivoltios (Nichol y Hutter, 1996a y 1996b; Standen y col., 1584
Yy 1985). Escobar y Vergara, en 1993, demostraron gque éstas
vesiculas provienen de la membrana del sistema tubular T. La
membrana de las vesiculas tiene la misma disposicién que la
membrana en el misculo, es decir, presenta una doble capa de
lipidos con la cara externa expuesta a la solucién del bafio y 1la
cara interna dirigida hacia el interior de 1la vesicula
(comunicacién personal del Dr. Julio Vergara; Nichol y Hutter,
1996a y 1996b). Las vesiculas se colocaron en la camara de
registro, la cual contenia solucién de alto-K sin Ca**.

La camara de registro estd provista de cuatro compartimientos,
denominados 1, 2, 3 y 4 (fig. 2). Cada uno de estos compartimientos
fueron construidos con tubos de plastico (tygon) de 1.5 milimetros
(mm) de didmetro, conectados en uno de sus extremos a una jeringa
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Flujo de la
lsolucidn

Sisiemg
de vacio

Fig. 2. Un sistema de flujo. El esquema muestra el arreglo de la
camara de regitro que permitid la exposicidn de varias sustancias
a la cara citoplasmica de la membrana celular. Un tubo de tygon con
un hoyo es conectado de tal forma que la presidén y la succién son
aplicados en sus extremos. La velocidad del flujo de la solucién
fue de 1 ml por s.

de 5 ml, y el otro extremo a una fosa recolectora de la solucidn;
los tubos tenian un orificio de 0.5 x 0.5 mm de dimensiones, en
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donde se introducia la punta de la pipeta para exponer a la
membrana a las diferentes soluciones de_prueba durante el registro.
El compartimiento 1 siempre contenia la solucidén de alto-K sin Ca**;
el compartimiento 2 contenia soluciones de XKF a diferentes

concentraciones (Tabla 2, soluciones D, E, F, G y H); el

compartimiento 3 contenia la solucién de alto-K sin Ca* mas GTPYS
o GTPYS y GDPBS; y, el compartimiento 4 contenia las solucidn de

fluoruro (Tabla 2, soluciones, D,E,F,G Y H) mas GDPBS.

METODO ELECTROFISIOLOGICO

El método del "patch-clamp" descrito por Hamill y col. (1981)
fue empleado para medir las corrientes que fluyen a través de los
canales de K'. El principio del método es aislar eléctricamente una
pequefia drea de membrana del resto de la célula, mediante un sello
de alta resistencia entre la membrana celular y una pipeta de
vidrio llena de solucidén salina, y registrar el flujo de corriente

en esa microarea de membrana. La resistencia del sello es del orden
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de los gigaohmios (GQ). Si 1la microdrea de membrana que se

encuentra dentro de la punta de la pipeta (después de haberse
realizado el sello) no es desprendidad de 1la célula, la
configuracidn de registro es.la de unida a la célula ("on-cell").
La configuracién de registro que se utilizd para la realizacidn
de los experimentos en este trabajo de tesis, fue la de "inside-
out”. Esta variante de registro consiste en desprender la membrana
que permanece dentro de la punta de la pipeta del resto de la
membrana celular, en nuestro caso de la membrana de la vesicula, 1lo
que permite exponer la cara citoplésmica de la vesicula a la
solucidén del bafio, mientras que la cara extracelular es expuesta a
la solucién de la pipeta.

Es necesario el sello de alta resistencia por dos razones.
Primero, mientras mayor sea la resistencia del sello, mayor serd el
aislamiento eléctrico de la membrana. Segundo, un sello de alta
resistencia reduce el ruido del registro y permite una mejor
resolucién temporal de las corrientes idnicas.

El ruido que proviene del sistema de registro también es
disminuido por un sello de alta resistencia. La varianza del ruido
a través de una resistencia es relacionada al ruido de Johnson,

dada por:
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(9)

donde k es la constante de Boltzman, T es la temperatura absoluta,
y B el ancho de banda (el ajuste del filtro pasabajas). En la
situacién de registro utilizada en el "patch-clamp", el ruido
dependerd de todas las vias resistivas desde la entrada del
amplificador hasta la tierra. De esta ecuacidén se observa
claramente que, conforme incrementa la resistencia el nivel de
ruido disminuye.

Un esquema de las caracteristicas esenciales del
amplificador utilizado en 1la punta de prueba del sistema de
registro ("patch-clamp") se muestra en la figura 3. Basicamente,
este amplificador es 'un transductor corriente-voltaje de alta

ganancia, que en su lazo de retroalimentacidén tiene una resistencia
(R¢) de 10 Gf2. El potencial dentroc de la pipeta (V,.) puede ser

fijado a un nivel estable o, puede ser ajustado de una manera
rapida mediante pulsos de veltaje. Una vez que se ha obtenido el
sello, y en el amplificador se selecciona el modo de fijacién de
veltaje, al modificar el V,,, se modificarda el potencial de
membrana, también llamado potencial de mantenimiento (vh). Los

pulsos de voltaje, generados desde una fuente externa (Vcomando)
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pueden cambiar el V., en una forma relativamente rdpida y en

"pasos" o0 "escalones".

SALIDA
- Rf"‘ Vref

PIPETA | -

PATCH J-Lv" $
1

Fig. 3. Diagrama de la punta de prueba del transductor corriente-
voltaje. La ganacia (V,/i,, mV/pA) es ajustada por la resitencia de
retroalimentacidn R,
Vo=-Rf*iP+Vref
Vier ©5td determinado por la suma del potencial de mantenimiento
(Vh), del voltaje comando (Vcom), y es restado desde la salida. El

potencial dentro de la pipeta es igual a V... [Modificado de Ogden
y Stanfield, 1987]
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Elaboracién de las pipetas "patch"

Dado los sellos de alta resistencia entre la membrana de la
vesicula y la pipeta de vidrio, ©pueden ocurrir algunas
interacciones quimicas entre ellos, ya que dependiendo del tipo de
vidrio con el que se fabrican las pipetas, estos pueden liberar
componentes solubles que modifiquen las propiedades cinéticas de
los canales iénicos (Cota y Armstrong, 1988). La composicién
gquimica del wvidrio puede, por lo tanto, influir en la capacidad
para formar los sello. Otras consideraciones que se tomaron en
cuenta para selecionar el tipo de vidrio que se utilizd en este
trabajo fueron: la facilidad de formar pipetas cuya punta tenga
forma y dimensiones apropiadas, factores que influyen en el &area de
membrana aislada con la pipeta "patch" y, la facilidad con la que
el nivel de ruido pueda reducirse.

Por consiguiente, en este trabajo se empleo vidrio duro para
la fabricacidén de la pipetas, las ventajas que tiene sobre el
vidrio blando éon: a) las propiedades de sellado son mejores (Neher
y Sakmann, 1983), b) el mayor espesor de sus paredes generalmente
permite un mejor sellado y, el nivel de ruido es menor debido a la
menor capacitancia del electrodo (Ogden y Stanfield, 1987).

La figura 4 ilustra el procedimiento utilizado para la
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fabricacién de las pipetas. Con un estirador vertical convencional,
el capilar es estirado dos veces, en la primera traccidén se
aplicaron 19 amperios (A) de corriente alterna (AC), con lo cual el
capilar es estirado aproximaddmente 8 mm y su didmetro es reducida
a casi 200 micrones {um}. El capilar es entonces recentrado con
respecto a la resistencia del estirador y en la segunda traccidn,
en la que se inyectaron 12 A de AC, el capilar se divide en dos
partes, obteniéndose dos pipetas en las qué sus diametros a nivel

de la punta fueron de 1 um aproximadamente.

[ —
4-6mm |
Fig. 4. Estiramiento de la pipeta
"patch" en dos fases. [De Ogden y
Stanfield, 19871.
19 TRACCION RECENTRADQ
a194A 4-6mm 2 T:‘tAzchN

Las pipetas fueron cubiertas cerca de su punta con una capa de
resina inerte e hidrofdébica (Sylgard), 1la cual puede ser
rapidamente curada con calor. La razén de cubrir la pipeta con
Sylgard es reducir la capacitancia pipeta-bafio. Gran parte de la

capacitancia del electrodo se debe al minimo espesor de la pared de

la pipeta, que se encuentra entre las soluciones del bafioc y de la
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pipeta. Por 1o tanto, el recubrimiento con Sylgar incrementa el
espesor de la pared de la pipeta y redqce el area de capacitancia,
evitando que la solucidén del bafio entre en contacto con la pipeta.
Potencialmente, la fuente de ruido de alta frecuencia se produce a
partir de una fina capa de solucidén que sube por la cara externa de
la pared de una pipeta no recubierta con Sylgard.

El objetivo de disminuir la capacitancia de la pipeta es,
disminuir el nivel de ruido, y disminuir la corriente capacitiva
asociada con los pulsos de fijacién.

Una vez que las pipetas han pasado por el tratamiento con
Sylgar, son finamente pulidas en su punta, aplicando calor con una
microforja. El calor es aplicado con una fuente de AC a travéds de

una resistencia de iridio-platino recubierta de vidrio. Después de

ser llenadas con solucidn salina, su resistencia fue de 5 a 10 ML},

Formacién de los sellos de alta resistencia

Hamill y col. (1981) observaron que los sellos entre la pipeta
y la membrana celular con resistencias de 10 a 100 G{? se obtienen,

cuando se toma la precaucién de mantener limpia la punta de la

58



pipeta . Las precauciones principales son: (a) el uso de soluciones
filtradas, tanto la del bafio como la de_la pipeta, (b) utilizar una
pipeta nueva para cada sello, y (c) aplicar presidén positiva
siempre que la pipeta atravieSe una interface aire-agua y mantener
la presidén hasta que la punta de la pipeta haga contacto con 1la
membrana celular. La corriente se ajustd a cero modificando
manualmente el V., con el control V,,, o mediante el modo de
busqueda ("search") del amplificador. El contacto con la membrana

de la vesicula es indicado por un incremento en la resistencia de
la pipeta. Los sellos en el rango de los G (gigasellos), fueron
formados aplicando una ligera succidn (presidén negativa), hasta que
el sello en el rango de los G} se ha formado. Una vez obtenido el

gigasello, la membrana que queda libre dentro de la punta de 1la
pipeta es desprendida del resto de la membrana de la vesicula, al
levantar rébidamente la pipeta. Con esta maniobra obtuvimos 1la
configuracion de registro de "inside-out", en donde la cara
citoplasmica es expuesta a la solucidén del bafio y, la superficie
externa de la membrana es expuesta a la solucidn de la pipeta. En
algunos casos al levantar la pipeta, para entrar a la configuracién
de "inside-out", se formaba una microesfera de membrana en la punta

de la pipeta. Mediante la exposicién de la microesfera a una
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interface aire/agua, se conseguia romperla y entrar a la
configuracién de "inside-out". ]

La razén de emplear esta configuracidn de registro fue que,
nos permitié estudiar la modulacidén de los canales de X*, aplicando

directamente las diferentes sustancias a la cara citoplasmica de 1la

membrana de la vesicula.

Soluciones de registro

La tabla 2 muestra la composicidén de las soluciones de
registro. Las soluciones fueron disefiadas para registrar las
corrientes de K* de la rectificacidén tardia. Asi, las soluciones
que se emplearon en el bafio contuvieron ATP para bloquear 1los
canales de potasio sensibles a ATP; cero Ca** y etilen glicol-bis
(B-aminoetileter) N, N, N°,N"-&cido tetraacetico (EGTA}, como
gquelante de Ca“f para evitar la activacidén de los canales de K*
dependientes de Ca*; los aniones utilizados fueron el Cl- y el F,
la concentracidén total de los aniones intracelulares siempre fue
igual a 122 mM. Cuando la solucidén extracelular contenia Na*, se

agrego tetrodotoxina (TTX) para blogquear los canales de sodio.
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Tabla 2. Composicién de las soluciones (mM)

Na- K F- ca Mg+  TEA cl EGTA  ATP
SOLUCIONES DE
LA PIPETA
A - 120 - 2 - - 122 - -
B 117.5 2.5 - 2 - - 122 - -
SOLUCI?NBS
DEL BANO
C - 120 - - 2 - 122 5 2
D - 120 120 - 2 - 2 5 2
E - 120 60 - 2 - 62 5 2
F - 120 30 - 2 - 92 5 2
G - 120 1S - 2 - 107 5 2
H - 120 7.5 - 2 - 114.5 5 2
1 30 90 - - 2 - 122 5 2
J - 90 - - 2 30 122 5 2

PH = 7.2 (HEDPES)
La sclucién B contenfa ademis tetrodotoxina (6 uM)

La solucién C, dependiendoc de la situacidn experimental, contenia ademds GTPYS
(100 o 500 mM}

o GTPYS (100 mM} + GDPBS (500 mM).

La solucién G, dependiendo de la situacién experimental, contenia ademis GDPBS
(500 mM) :

Todos los experimentos en estado estacionario fueron
realizados a 14-15 °C; los experimentos con pulsos fueron hechos a
temperatura ambiente, excepto cuando se registraron los canales de

K* sensibles a ATP.
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Captura y analisis de los datos.

Los objetivos del analisis son medir a) la (s) amplitud (es)
de la (s) corriente (s) que fluye (n) a través de un sdélo canal, b)
la duracidén de los periodos de cierre y de apertura, y c) el orden
en el que ccurren los eventos. Las amplitudes son frecuentemente
(aunque no siempre) muy cercanas a una constante de una apertura a
la siguiente. Sin embargo, debido a que se observa una sola
molécula, la duracién de los eventos, y el orden en el que ocurren,
son variables aleatorias; la informacién contenida en ellos se
desprende de las mediciones de sus distribuciones.
1. Objetivos del andlisis. Normalmente los datos pueden ser bién
representados como una serie de transiciones rectangulares entre
estados discretos de conductancia. El objetivo inmediato del
andlisis es obtener un versidén idealizada del registro experimental
que sea muy similar, tan cercano como sea posible, a lo que se
deberia de observar si el experimento estuviera libre de ruido y de
artefactos. El resultado serd una serie de intervalos de tiempo,
cada uno asociado con la amplitud de la corriente durante ese
intervalo, en el orden en el cual estén sucediendo los eventos. Los
periodos de cierre y de apertura no necesariamente son alternantes;
aperturas sucesivas pueden ocurrir si hay estados de
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subconductancias, o si mas de un canal se abre simultineamente. Los
registros en los gque dos o mas canales se abren simultaneamente son
utiles para estudiar la independencia de la apertura de 1los
canales, sin embargo, esos redgistros no serdn dtiles para medir la
distribucidén de los tiempos de cierre o de apertura.

2, Captura y analisis de 1los datos. La seflal analdgica fue
amplificada a 0.1-0.2 V/pA y posteriormente filtrada a 2 kHz por un

filtro pasabajas de 8 polos (Bessel). Los registros de las

corrientes idnicas fueron digitalizadas a una velocidad de muestreo
de 100 ps por punto, con la ayuda de un convertidor A/D y D/A

(Labmaster TM-100) controlado por una microcomputadora personal AT
(Gateway 2000 386-33 Mhz), y posteriormente escritos en el disco
duro de la microcomputadora. Para los experimentos en estado
estacionario se utilizé un sistema de videograbacién (el cual
cuenta con un procesador digital de 16 bits de resolucidén) donde
los registros fueron grabados, para después ser capturados en la
computadora y almacenados en el disco duro. En los registros en
donde se aplicaron pulsos de voltaje, los pulsos fueron generados
con la ayuda de la microcomputadora y a través del convertidor A/D
entraron al amplificador de "patch clamp". Las corrientes de fuga

y capacitiva fueron restadas analdgica y digitalmente. La resta
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digital se realizd promediando registros en los que no habia
corrientes idénicas, posteriormente este promedic se restd a cada
unc de los registros en los que si existid la presencia de
corrientes. En la captura y andlisis utilizamos el paquete de
software pClamp; para la resta digital utilizamos un programa
desarrollado por el Lic. en Matemdticas Arturo Aldana Becerra; y
para el ajuste de 1las corrientes promediadas, asi como 1la
presentacién grafica de los datos el programa de Sigmaplot.

La distribucién de los valores de las corrientes digitalizadas
pueden ser graficadas como histogramas. Las amplitudes, tiempos de
cierre y de apertura de las corrientes fueron analizadas mediante
histogramas. Para medir las transiciones de un nivel de corriente
a otro, se ajustaron lineas horizontales sobre los niveles de
corriente (fig. 5}, de esta manera se detectd el cambio de niveles,
asi como la duracién de los eventos de cierre y de apertura. Un
punto importante es mantener las lineas en las posiciones
correctas, lo que se consiguid ajustando manualmente la posicidén de
las lineas sobre los niveles de corriente. Para considerar un
evento como de apertura o de cierre, se utilizd el método de cruzar
el umbral, gque consiste en atravesar el 50% de un nivel de
conductancia a otro. Con este método se obtiene una estimacidén de
la duracién para cada periodo en que el canal estd abierto o

64



. . —.--\- - - - - - -

cerrado.
N
1 “ w,@ w | I
IIEI‘I ﬂNII‘ GID“ IN“ BAH IID.SII IIBII Notas
llmsﬂ umsu upAll llpAll IIPAII
1 0 0.800 0 -1.074 0.367 -3.271 wen
1 0.800 0 1 -0.049 0.367 -3.271 "s"
1 0.800 175.300 0 -0.629 0.415 -3.320 »o.
1 176.100 0.100 1 0.830 0.415 -3.320 "s"
8 176.200 1261.500 O -0.626 0.410 -3.369 v
8 1438.401 0.100 1 1.660 0.410 -3.369 "g"
8 1438.500 O 0 0.732 0.410 -4.053 “s"
8 1438.500 0.100 | 0.732 0.410 -4.053 "S"
8 1438.600 1.200 0 0.062 0.432 -4.053 "o
8 1439.801 3.000 1 1.394 0.334 —-4.053 .o
8 1442.801 0.100 0 0.635 0.334 -4.,053 s
8 1442.901 1.100 1 1.558 0.311 -4.053 .o
8 1444.000 0.100 0 0.635 0.311 -4,053 "s"
8 1444.100 0.500 1 1.392 0.266 ~-4.,053 o
8 1444.600 0.100 0 0.635 0.266 -4.053 "g"
8 1444.700 1.400 1 1.330 0.411 -4.053 “ "
8 1446.100 0.700 0 -0.090 0.306 -4.053 .o
8 1446.801 1.500 1 1.308 0.392 -4.053 .o
8 1448.301 0.100 0 0.635 0.392 —-4.,053 “s"
8 1448.401 0,900 1 1.324 0.318 ~4.053 o
8 1449.301 0.100 0 0.635 0.318 -4.,053 "s"
8 1449.401 0.300 1 1.465 0.691 -4.053 o
8 1449.700 0.100 0 0.635 0.691 -4,053 8"
8 1449.801 1.300 1 1.347 0.511 -4.053 v
8 1451.100 0.100 0 0.635 0.511 -4.053 “8"
8 1451.200 1.000 1 1.270 0.322 -4.053 .o
“E*: Episodio “NI“: Nivel inicial *"D"; Duracién
“N*": Nivel "A*: Amplitud "D.S.": Desviacién esténdar

»B": Linea basal
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Fig. 5. Mediciones de 1los intervalos entre las transiciones.
Registro de canales de potasio, a nivel de un sblo canal, a un
potencial de mantenimiento de -80 mV. Dos linea horizontales
marcan -de arriba hacia abajo- los nivéles de cerrado y de abierto
de los canales respectivamente. El1 tiempo al cual ocurre la
transicién de un estado a otro fue estimado utilizando el método
del umbral al 50%. Las columinas, abajo del registro, muestran la
relacidén entre el tiempo de permanencia en uno u otro estado y la
amplitud de estos. Los datos se obtuvieron con la subrutina "lista
de eventos" del paquete de programas de pClamp (Axon Instrument) .
Ver pag. 65.

Dado que las aperturas de los canales son eventos aleatorios,
las amplitudes varian de un evento a otro alrededor de un promedio,
por lo que las amplitudes se estimaron promediando los puntos en el
nivel de cierre, y los puntos en el nivel de apértura. Las
amplitudes asi encontradas, se graficaron como histogramas y, dada
su distribucidn, se ajustaron a una funcidén Gaussiana (fig. 6).

Los tiempos de aperturas y cierres de 1los canales se
definieron como una excursién del 50% de la diferencia entre la
linea basal y el nivel de apertura. Los histogramas de tiempos de
apertura y de cierre fueron ajustados a funcioneé exponenciales.
Todos los ajustes fueron hechos con el método no lineal de los

minimos cuadrados. Los valores nlmericos son expresados como el

promedio + error estandar.
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RESULTADOS

CARACTERIZACION DE UN CANAL SELECTIVO A POTASIO: REGISTRO A NIVEL
DE UN S0OLO CANAL

Las corrientes unitarias registradas de canales selectivos a
Cl- son ilustradas en la figura 6, en este experimento las
soluciones de la pipeta (solucidn A, Tabla 2} y del bafio {(solucidén
C, Tabla 2) contenia 120 mM de KCl. Los canales fueron activados a
diferentes potenciales de mantenimiento. Las corrientes cambian
rapidamente desde la linea de base a los diferentes niveles de
apertura, las cuales son entrantes en este caso. Los canales son
selectivos a Cl- , pues la corriente es igual a cero pA cuando el
potencial de membrana es de cero mV a la misma concentracidén de
clorurcs a ambos lados de la membrana. Estas corrientes no se
presentaron cuando los cloruros, a ambos lades de la membrana,

fueron reemplazados completamente por el anidén imper#heable acido
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Fig. 6. Corrientes unitarias registradas de un parche de membrana
de una vesicula del sarcolema de misculo esquelético de rana, en la
configuracidén de "inside-out". Los canales fueron selectivos a Cl-
presentando cinéticas répidas y lenta. Los potenciales de membrana
(a la izquierda de cada trazo) seflalan el estado cerrado de los
canales, asi que las corrientes entrantes son graficadas hacia
abajo. Los registros presentan mds de 7 niveles de conductancias.

metanosulfénico. Por alguna razdén, gque no exploramos, la
estabilidad de lo sellos fue considerablemente menor cuando los

registros fueron realizados en presencia del Acido metanosulfénico.
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La duracién del sello fue de apenas algunos segundos en
aproximadamente el 93% de los experimentos que se realizaron en
presencia de este anién, por lo que todos los registros gque
conforman esta tesis fueron realizados en presencia de cloruros a
ambos lados de la membrana. Dadas las condiciones ionicas, cuando
las membranas contenian canales de K' y de Cl°, las corrientes
ionicas de K' y de Cl° se registraron simultdneamente. Sin embargo,
s6lo estudiamos aquellos registros en los que (nicamente existieron
corrientes de K*.

La figura 7 muestra segmentos de registros (200 ms) de
corrientes idnicas a nivel unitario de una microdrea de membrana
fijada a diferentes potenciales de mantenimiento. En esta serie de
experimentos, los registros fueron realizados en el estado
estacionario durante por lo menos un minuto en cada potencial de
membrana explorado. Las corrientes fueron medidas en presencia de
concentraciones simétricas de KC1 (120 mM) (a menos que se indiquen
otras concentracicnes de KCl) y en la solucidén del bafio habia 2 mM
de ATP-Na, y-cero Ca**. Las corrientes presentan transiciones casi
intantaneas desde el estado cerrado al nivel de apertura, las
cuales son salientes a potenciales de membrana positivos vy
entrantes a potenciales negativos. La membrana contenia por 1lo

menos dos canales del mismo tipo, identificados por los dos niveles
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Fig. 7. Corrientes unitarias registradas de canales selectivos a
K*. Los registros fueron hechos usando soluciones simétricas de
KCl. Los potenciales de membrana (a la izquierda de cada trazo)
indican el estado cerrado de los canales, de tal forma que las
corrientes salientes son graficadas hacia arriba y las corrientes
entrantes son grédficadas hacia abajo. El nimero miximo de aperturas
simultineas observadas en este parche fueron 2. Los registros
fueron realizados exponiendo la cara citoplésmica de la membrana a
una solucidén con 2 mM de ATP. Los datos fueron almacenados con un
sistema de videograbacidén, filtrados a 2 kHz y digitalizados a 10

kHz. La resistencia del sello = 40 GQ2.

de apertura (el segundc nivel es miltiplo del primero). El
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potencial de inversidn se encontrd a cero mV, igual al potencial de
equilibric del K* (E;), lo cual concuerda con gue el canal es
selectivo a K'. La conductancia cuerda a +20 mV fue de 51 pS. No
obstante, ya que el potencidl de inversién del C1° también es de
cero mV, existe la posibilidad de que estas corrientes sean
lievadas por Cl- y no por K'. Para identificar la naturaleza de
estas corrientes, en otros experimentos, utilizamos soluciones
asimétricas de K*, mientras que los Cl* fueron mantenidos a la misma

concentracién a ambos lados de la membrana. Bajo estas condiciones
iénicas (la solucidén de la pipeta contenia 2.5 mM de K' y 6 uM de

TTX para bloquear los canales de Na* ; 120 mM de K' en la solucidn
del bafic), las corrientes idénicas registradas siempre fueron
salientes a potenciales de -80 a +80 mV (Fig. 8). A potenciales por
debajo de -80 mV nunca se registro la actividad de los canales. Ya
que no es posible medir directamente el potencial de inversidén en
estd solucidn con baja concentracidén de K*, el potencial de
inversidén extrapolado fue de -92 mV, muy similar al E, (Fig. 10),
lo cual apoya fuertemente que estas corrientes son de K'. En la
figura 8, también se puede apreciar que existen corrientes
salientes a cero mV, lo que es de esperarse de canales selectivos

a K* y no de canales selectivos a Cl . Otro argumento que utilizamos
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Fig. 8. Corrientes unitarias de canales de K' registradas a
diferentes potenciales de membrana. Cada trazo representa un
segmento de registro continuo, 1los cuales fueron hechos en
presencia de 2.5 mM y 120 mM de KCl en las soluciones de la pipeta
y del bafio respectivamente. Todas las corrientes son salientes.
Filtro a 2 kHz, velocidad de muestreo 10 kHz. Resistencia del sello

= 80 GQ.

para identificar que estas corrientes fluyen a través de canales de

K*, es que las conductancias fueron a +40 mV de 18 y de 60
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picosiemens (pS) en soluciones simétricas y asimétricas
respectivamente, muy semejantes a lo que se ha reportado para el
canal de K* de la rectificacién tardia en el misculo esquelético,
bajo condiciones idénicas similares (Standen y col., 1985). Por otro
lado, los canales que identificamos como de Cl-, a +40 mV, tienen
conductancias que varian en un amplio margen, desde 17 a 250 pS y
probablemente existen 5 o mids niveles de conductancia para un sélo
canal (Blatz y Magleby, 1989).

La figura 9 muestra un histograma de las amplitudes de 3000
eventos a un potencial de membrana de +40 mV, el registro se
realizd en soluciones isténicas de KCl. Claramente se observa un
pico centrado aproximadamente a 2.5 pA. El histograma fue ajustado
a una distribucién Gaussiana (linea continua). La corriente
unitaria estimada del ajuste fue de 2.39 pA con una desviacién
estandar de 0.43 pA. De esta forma se obtuvieron las amplitudes de
las corrientes a diferentes potenciales de membrana. Con el valor
obtenido del ajuste de las amplitudes se construyeron las
relaciones corriente-voltaje a dos diferentes concentraciones de
K*, que se muestran en la figura 10. La amplitud de la corriente
fue disminuyendo conforme el potencial de la membrana se fue
aproximando al E,, resulta obvio entonces que, tanto el potencial

de inversién como la conductancia cambiaron conforme se modificd la
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Fig. 9. Histograma de las amplitudes de la corriente de un registro
en el estado estacionario a un potencial de membrana de +40 mV. Del
mismo parche que la fig. 7. La duracidn total del registro fue de
2 min. La linea continua es una distribucién Gaussiana ajustada por
el método no lineal de los minimos cuadrados. Los parametros
(promedio, desviacién esténdar) fueron: 2.39, 0.432 pA.

concentracidén extracelular de K'. La conductancia pendiente
obtenida mediante una regresidén lineal, en solucidnes asimétricas
(circulos 1llenos) es de 19.3 pS y en soluciones simétricas

{(circulos vacios) es de 56.5 pS. Es importante sefialar que ambas
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Fig. 10. Relacidn corriente-voltaje del promedio de la amplitud de
la corriente unitaria. Cada simbolo representa el promedio * E.S.
de 4-7 experimentos.(®) , 2.5 mM y (O}, 120 mM de K* en la solucién

de la pipeta. La linea recta tiene una pendiente de 56.5 (@) pS
y 19.3 pS (Q). La ausencia de la barra del error indica que el
error estandar fue dos veces mids pequefio que el tamafio del simbolo.
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curvas presentan un comportamiento lineal, lo cual es diferente a
la caracterizacidn del rectificador tqrdio a nivel unitario en el
musclilo esquelético de la rana (Standen y col., 1984).

En todos los experimenﬁos, la actividad de los canales se
observd casi inmediatamente después de haber realizado el sello. La
probabilidad de apertura (Po} fue practicamente la misma cuando la
membrana registrada permanecié unida a la vesicula (Po de 0.292
+0.04), que cuando fue separada de la misma (Po de 0.300 +0.011),

en una serie de cinco experimentos.

Efecto del tetraetilamonio (TEA). Todos los canales de XK' son
bloqueados por el TEA', ya sea que se aplique por el lado intra o
extracelular, o bien cuando se aplica por ambos lados. No obstante,
la concentracidn bloqueante varia en diferentes ordenes de magnitud
para los diférentes tipos de canales y ain para el mismo tipo, como
en el caso de los diferentes subtipos del rectificador tardio
(Hille, 1992}. La figura 11 muestra varios segmentos del mismo
registro a diferentes tiempos y situaciones experimentales, en la
que se ilustra el efecto de 10 mM de TEA* aplicada por el lado
citoplasmico a una microdrea de membrana, fijada a un potencial de

-80 mV. En esta serié de experimentos, la solucidén del bafio en el
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registro control fue modificada de tal forma que contenia 110 mM de
KCl y 10 mM de NaCl (los demas constituyentes fueron iguales a la
sol. C de la Tabla 2} y cuando se aplicd TEA', el Na*' fue sustituido
por TEA* a la misma concentratidén. En este caso, el TEA* disminuyéd
la Po en el 57.2% a los 5 minutos (Fig. 11B) y a los 10 minutos a

98.5% (Fig. 11C) respecto al registro control (Fig. 11A). El valor
promedio de la Po en las condiciones testigo, fue de 0.262 %0.02

{n=6) ; en presencia de TEA* hubo una reduccién del 48% a los 5
minutos y de 88% a los 10 minutos. Estd disminucidn parece cambiar
poco con el potencial de membrana, siendo del 42% y del 90% a los
5 y 10 minutos respectivamente a -40 mV (n=4). A esta
concentracidn, el bl;queo es suficientemente lento, de tal manera
que las interrupciones de las aperturas son claramente resueltas y
las corrientes unitarias no son reducidas en su amplitud, a
diferencia del blogqueo reportado por Standen y col. (1985) para el
rectificador tardio, ellos observan una disminucidén en la amplitud
de la corriente sin que se modifique la Po.

Estas corrientes pueden estar fluyendo a través de los canales
de potasio de la rectificacién tardia, los cuales son responsables
de la fase de repolarizacidén del potencial de accién en el misculo

esquelético (Adrian, Chandler y Hodgkin, 1970a y 1970b; Stanfield,
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Fig. 11. Efecto del TEA aplicado por la cara intracelular. (A&),
segmento de 200 ms de un registro en estado estacionario en
ausencia de TEA de un parche que contenia 2 canales. La [K*], fue
110 mM y el potencial de membrana fue -80 mV. Dos niveles de
apertura (sefialados con puntas de flecha) pueden observarse en este
segmento de registro. (B), registro del mismo parche como en A, 5
min. después de que la membrana fue movida hacia una solucidn que
contenia 10 mM de TEA. En este segmento no se observan aperturas
simultdneas de dos canales. (C), registro del mismo parche como en
A y B, 10 min. después de la exposicién a TEA. La Po medida fue
practicamente de cero.La duracién total de registro antes de
aplicar el TEA (A) fue de 45 min. y en presencia de TEA (A y B) de
40 min.

1970) por las sigquientes razones. Primero, ellos son claramente
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canales de potasio, el potencial de inversidn de las corrientes
varia con la concentracién externa de g*, tal como se ha reportado
por Standen y col. (1984 y 1985). Segundo, la solucién del bafio
contenia ATP y cero calcio, por consiguiente las corriente
generadas a través de los canales sensibles a ATP y activados por
calcio fueron descartadas. Tercero, las curvas corriente-voltaje no
muestran ningina rectificacién a potenciales despolarizantes a
pesar de que en la solﬁcién del bafio contenia 2 mM de Mg**, por lo
tanto no se puede tratar del canal de K* de la rectificacidn
entrante. Por estas razones pensamos que las corrientes de K°
pueden estar fluyendo a través del rectificador tardio. S8in
embargo, dado que el rectificador tardio es una canal dependiente
del voltaje y que hasta este momento no caracterizamos al canal con
la aplicacién de pulsos de voltaje, por lo tanto no reconstruimos
las corrientes macroscépicas a partir de las corrientes unitarias;
que la curva corriente-voltaje fue lineal en las dos
concentraciones de K* extracelular empleadas; y, que el bloque por
TEA* también es diferente respecto a la caracterizacidén del
rectificador tardio a nivel unitario (Standen y col., 1984 y 1985),
los criterios que utilizamos para suponer que las corrientes fluyen

a través del rectificador tardio son puramente de exclusién.
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Efecto intracelular del fluoruro sobre los canales de K

El efecto de diferentes concentraciones de F° , sobre los
canales de K , fue estudiado mediante la exposicidén de la cara
citoplasmica de la membrana a una serie de concentraciones de este
anién (soluciones D,E,F,G, y H, Tabla 2). La solucidén de la pipeta
siempre contuvo 120 mM de K'. La probabilidad de apertura es
expresada como la duracién promedio de apertura en funcidén del
tiempo total del registro, calculada antes Yy depués de la
exposicidén al F°.

La figura 12 muestra el efecto del F° medido en el mismo
experimento, el potencial de membrana fue de -80 mV. La parte A
muestra el registro testigo, la parte B en presencia de 15 mM de F-
y la parte C después del lavado del F°. En el registro testigo se
observan periodos de intensa actividad, seguidos de periodos
silentes, asi también, se presentan aperturas simultdneas de por lo
menos dos canales iénicos de la misma clase. La conductancia cuerda
fue de 55.8 pS. En presencia de F° existe una clara disminucidn en
la actividéd de los canales y, en ningin momento se observan dobles
aperturas. Este fenémeno se puede deber, por lo menos, a dos
posibilidades: a) que el efecto que ejerce el F sobre los canales
sea una disminucién en la frecuencia con la cual se abren los
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Fig. 12. Efecto del F  sobre los canales de K'. Los registros
muestran las corrientes de membrana a un potencial de -80 mV. (A},
en soluciones simétricas de KCl. (B), en presencia de 15 mM de F-
en la solucién del bafio. (C), después del regreso a las condiciones
control. Mismo parche de membrana a través de todo el experimento.
Ver pag. 81.

canales idénicos y, por tanto, una disminucién en la frecuencia con
la que se presentan las corrientes ionicas y, b) que el efecto sea
un bloqueo del canal de tal forma que disminuya la amplitud de la
corriente hasta el punto en gque las corrientes no sean
distinguibles del ruido de fondo, y de esta manera el efecto sea
interpretado como una disminucién en la frecuencia de aparicidn de
las corrientes. El efecto es completamente reversible como se
ilustra en la Fig. 12 C, observandose nuevamente periodos de gran
actividad seguidos de periodos silenciosos.

Para discernir entre los dos posibles efectos del F-,
realizamos los sigquiente andlisis que se muestran a continuacién.
El primero consistié en medir la amplitud y duracién de los estados
de conductancia de los canales, con lo que se pueden observar
claramente los niveles de épertura uno y dos (que corresponden a
por lo menos dos canales presentes en la membrana), y el nivel
cero, que corresponde al estado cerrado de los canales. La figura

13 muestra dos graficas, del mismo experimento mostrado en la Fig.
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Fig. 13. Gréfica que ilustra las transiciones de los canales del
experimento mostrado en la Fig. 12. (A), es el control, se
detectaron 13814 durante 62 s. La linea horizontal representa la
amplitud promedio en cada nivel de corriente (0 pA, -5.0 pA y -10.6
pA). En (B), se detectaron 216 transiciones en presencia de F'. Las
lineas horizontales fueron tomadas de (A). Ver pag. 83.

12, en escala semilogaritmica. Cada linea horizontal (paralela al
eje de las abscisas) representa el valor promedio de la corriente.
La Fig. 13A corresponde al control. El estado abierto de los
canales (niveles 1 y 2) rara vez excede los 10 ms de duracién. Por
otra parte, los cierres de los canales (nivel cero) fueron varias
veces mayores en su duracién y pueden exceder un segundo de
duracién. La Fig. 13B ilustra la accién del F°, se puede observar
que el nimero de eventos en el estado abierto disminuye
considerablemente, los cierres son mds prolongados y relativamente
mds comunes. Por supuesto, el tiempo total en el estado abierto
disminuye notablemente y no se observan dobles aperturas. La
amplitud de la corriente presenta un cambio no significativo, esto
se ilustra en la parte B, donde el valor de la amplitud promedio de
la corriente del registro testigo (Fig. 13A) es regraficado en la
parte B para su comparacidn.

La figura 14 presenta los histogramas de amplitudes en
presencia y en ausencia de F- del mismo experimento, a un potencial
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Fig. 14. Histograma de las amplitudes de la corriente del mismo
experimento mostrado en la Fig. 12, a un potencial de -70 mV. (A},
el histograma fue formado de un registro de 62 s en condiciones
isoténicas de KCl1 (120 mM). La curva es el ajuste a una
distribucién Gaussiana del primer nivel de apertura. Los parametros
(nGmero de eventos, promedio y desviacidn estandar) fueron: 3509,
-3.669 pA y 0.439 pA. (B), en presencia de 15 mM de F' en la
solucién del bafio. El tiempo de registro fue de 62 s. La linea
continua es el ajuste a una distribucién Gaussiana del primer nivel
de apertura. Los pardmetros fueron: 924, -3.864 pA y 0.378 pA. Ver
pag. 85.

de membrana de -70 mV. La linea continua es el mejor ajuste a una
distribucién Gaussiana. Ya que durante el efecto del F° nunca se
observaron dobles aperturas, en el histograma control sélo se
muestra el primer nivel de apertura. La Fig. 14A muestra el
histograma de la amplitud de la corriente en condiciones control,
el nimero de eventos es de 3509 y la amplitud del ajuste fue de
3.864 pA con una desviacién estédndar de 0.378 pA. La Fig. 14B es el
histogfama de la amplitud de la corriente en presencia de F° , se
observa una clara disminucién en el nimero de eventos, mientras que
en el control fue de 3509, aqui es de 924. Sin embargo se puede
apreciar que la amplitud de la corriente es 3.669 pA con una
desviacidén estéandar de 0.439 pA, p;écticamente la misma en ambas
situaciones experimentales. Con estos resultados, podemos
concluir, que el F disminuye la frecuencia de aparicién de las
corrientes y por lo tanto la probabilidad de apertura de los
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canales, sin que modifique la amplitud de la corriente.

Para mostrar con claridad el efegto sobre la probabilidad de
apertura, hicimos su estimacién utilizando el algoritmo propuesto
por Fenwick y col. (1982). ESte modelo tiene la ventaja de que se
puede calcular la probabilidad de épertura independientemente del
nimero de canales presentes en la membrana registrada y, ademas, no
hace suposiciones de la cinética de los canales. El algoritmo tiene

la forma de

Po-} ;—% (10)

donde N es el nimero de canales abiertos, t; es el tiempo total en
cada nivel j y T es la duracidn total del registro.

La figura 15 ilustra la Po en funcién del tiempo del mismo
experimento mostrado en la figura 12. El tiempo total del registro
fue de 372.6 segundos (s), sin embargo, la Po se calculd cada 10.35
s. Los circulos vacios son los valores control y, de acuerdo con el
registro de la Fig. 12, la Po no fue constante, indicando 1la
presencia de salvas. La Po fluctudé entre valores muy cercanocs a
cero y a valores por arriba de 0.2. El F provocd una disminucidn
muy radpida en la Po con una latencia de 2 segundos. El decremento
en la Po de los canales hasta cero, permanecidé todo el tiempo que
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Fig. 15. Efecto del F sobre la probabilidad de apertura de los
canales de K'. (0O), es el control, (®) en presencia de F y (V)
después de regresar a las condiciones control. Mismo experimento
como en las Figs. 12 y 13.

duré la exposicién al F(circulos 1llenos). El1 efecto fue
completamente reversible {tridngulos) y, nuevamente la actividad de
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los canales presentan un comportamiento irregular, con una Po que
varia de aproximadamente cerc a valores ligeramente superiores a
0.3.

La estimacién de los tietpos de apertura sdlo se realizd en un
experimento a -80 mV. A este potencial se presentd un sélo nivel de
apertura, lo gue hace suponer que a este potencial anicamente un
canal de K- presento actividad (Colquhoun y Hawkes, 1983}. En los
otros potenciales de membrana explorados, en el mismo experimento,
hubo hasta tres niveles de aperturas simultdneas, por lo tanto
existen por lo menos tres canales activos durante estos registros.
Esto modifica significativamente la estimacidén de los tiempos de
apertura, por lo que no realizamos su medicidn a estos potenciales
de membrana. Como se ha reportado, los canales de K' de la
rectificacién tardia tienen una cinética compleja, con al menos un
estado abierto y tres estados cerrados (Standen y col., 1985).

Nuestros resultados muestran que el tiempo promedio que dura
el canal en el estado abierto no se modifica en presencia de F-,
mientras que la duracidén de las salvas y el nimero de aperturas
dentro de la salva disminuyen notablemente. La figura 16 muestra
histogramas de la distribucién del tiempo de apertura, medidos en
ausencia y en presencia de 15 mM de F. Como se muestra, estos
histogramas son ajustados a una  exponencial simple (linea
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Fig. 16. Efecto del F sobre los tiempos de apertura de los canales
de K. (A), es la distribucién del tiempo de apertura del
experimento control en soluciones simétricas de KCl a -70 mV. (B},
distribucién del tiempo de apertura en presencia de 120 mM de KF en
la solucién del bafio. Las lineas continuas son el mejor ajuste a
una exponencial simple. La constante de tiempo fue de 2.26 ms in A
y 1.92 ms en B. El inserto muestra un segmento de 200 ms de las
corrientes unitarias representativas, A es el control, B en
presencia de F'. Mismo experimento en ambas situaciones

experimentales.
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continua), lo que es consistente con la idea de que este canal
tiene wun sélo estado abierto (Stqnden y c¢ol., 1985). Los
parametros se indican en el pie de figura. La parte A es el control
y la parte B en presencia de F° en la solucién del bafio.
Claramente, el F- disminuye el nimero de eventos y no tiene efecto
sobre el tiempo promedio de apertura. El inserto ilustra el
registro de canales linicos del mismo experimento. Se puede observar
gque en presencia de F°, la duracidén y el nimero de salvas
disminuyen, sin embargo, una vez que el canal se abre, dura (en

promedio) un tiempo similar a las aperturas del registro control.

Efecto del GTP sobre los canales de K'.
La posibilidad de que la accién del F° estuviera mediada por
proteinas G fue explorada mediante el empleo de un analogo no

hidrolizable del GTP. Dado que el F° al hacer complejo con el Al*" ~
es un analogo del y-fosfato, es probable que este complejo pueda

activar una proteina G. De esta forma, la disminucién de la
actividad puede deberse a una modulacidén directa por proteinas G
sin la participacién de segundos mensajeros difusibles en el

citoplasma, tal como sucede para el canal de K* activado por ACh
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Fig. 17. Efecto del GTPyS sobre las corrientes unitarias de K'. Los
registros muestran las corrientes de membrana a -80 mV en
soluciones simétricas de KCl. (A), en soluciones control. (B), en

presencia de 100 UM de GTPYS en la solucién del bafio. (C), después
de regresar a las condiciones control.
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(Knen) (Pfaffinger y col., 1985).
Para poner a prueba esta hipétesis, es decir, que el AlF,

pueda estar activando una proteina G, utlizamos un analogo

especifico y no hidrolizable de las proteinas G, el GTPYS a

concentraciones de 500 y 100 pM. La figura 17 muestra tres

segmentos del registro ante diferentes situaciones experimentales,
a un potencial de mantenimiento de -80 mV. La Fig. 17A corresponde
al registro testigo de las corrientes de K', las cuales presentan

las carateristicas cinéticas y de conductancia ya descritas. La
Fig. 17B en presencia de GTPyYS a la concentracién de 100 uM,

aplicado a la cara citopldsmica de la membrana celular, se puede
observar una drastica disminucién de la actividad de los canales.

La Fig. 17C ilustra la recuperacidén de la actividad de los canales

después del lavado del GTPyYS. La amplitud de la corriente no
presento cambios significativos, siendo de 4.61 $0.18 y 4.53 £0.22
pA en los registros control y en presencia de GTPyS
respectivamente. La Po calaculada con la ecuacidén 10 del registro
control fue de 0.140 y en presencia de GTPyYS de 0.004. Estos
resultados dan evidencia de que el efecto del GTPyYS es bastante

semejante al que produce el F-, es decir, provoca una disminucién
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en la probabilidad de apertura sin que modifique la amplitud de la

coriente. Asimismo, el efecto es completamente reversible,

presentando una Po de 0.171 después del lavado del GTPYS. El efecto
del GTPYS a una concentracidén de 500 pM fue practicamente el mismo

que a 100 uM (ver tabla 3).

Efecto del GDP. A pesar de que el F- y el GTPYS ejercen el mismo
efecto sobre la actividad de los canales, existe la posibilidad de
gque actGen sobre vias diferentes. El1 GTPyS puede unirse

directamente al canal iénico, y asi, provocar la disminucién de la

probabilidada de apertura, tal como lo proponen Lederer y Nichols
(1989) para el canal de K* sensible a ATP, o bién, que el GTPYS vy

el F° activen una proteina G, y estd sea la causante del efecto
sobre el canal idnico, tal como sucede para el canal de K,
(pfaffinger y col., 1985). Para saber si la modulacién del canal de

K* se debe a una u otra via o0 a ambas, utilizamos un inhibidor
competitivo de las proteinas G, el GDPBS, a una concentracién de
S00 uM en la solucién del bafic en presencia ya sea de F° o de GTPyS.

La figura 18 ilustra uno de cinco experimentos en el cual se

puso a prueba la hipdtesis de que el canal es modulado directamente
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por una proteina G, el potencial de membrana fue de -80 mV. La fig.

18A es el registro control, presentando una Po de 0.335 y una

conductancia cuerda de 57 pS. La Fig. 18B en presencia de GTPYS y

GDPBS a una concentracién de 100 y 500 uM respectivamente, la Po
fue de 0.384 y la conductancia cuerda de 57 pS. La Fig. 18C s6lo en
presencia de GTPyS, la Po disminuyo a un valor de 0.012 y 1la
conductancia permanecié practicamente sin cambios (55 pS). La
parte B pone de manifiesto la falta de efecto del GTPYS cuando el
GDPPS est& presente en la solucién del bafio. La parte C muestra el
efecto ya caracterizado del GTPYS cuando el GDPBS es eliminado del
bafio; nuevamente, aqui fue clara la reduccidén de la actividad de
los canales por el GTPYS.

De manera similar, el GDPBS también previno los efectos del F°.

En la fiqura 19 se presenta unoc de cuatro experimento que

ejemplifica este resultado. La Fig. 19A corresponde al registro

control; la Fig. 19B en presencia de F' y GDPBS, tal como sucede
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Fig. 18. Efecto del GDPBS sobre los canales de K*. Los registros
presentan corrientes iénicas a -80 mV en soluciones isoténicas de

KCl. (A), en la solucién control. (B), en presencia de 100 uM de
GTPYS y 500 uM de GDPfS. (C), en presencia de 100 pM de GTPYS.

96



A
>
>
B
>
>
C
>
>

20 s

Fig. 19. Efecto del GDPBS y F sobre los canales de K'. Los
registros fueron a un potencial de -80 mV en soluciones isotdnicas
de KCl. (A), en la solucidn control. (B}, en presencia de 15 mM de

F- y 500 uM de GDPPBS. (C), en presencia de 15 mM de F-.
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cuando compiten GTPyYS y GDPBS, el efecto es nulificado por el
inhibidor; la Fig. 19C en presencia de F°, y como era de esperarse
el F provoco una disminucién de la probabilidad de apertura. Estos
resultados sugieren fuerteménte que los canales son regulados
directamente por una proteina G, tal como sucede para el canal de

K,. (Pfaffinger y col., 1985; Breitweieser y Szabo, 1985).

Tabla 3. Efecto del F- y GTPYS sobre la Po.

(F '}, Po {control) Po (F°) Latencia (s) |n
7.5 0.195 +0.087 0.128 +0.087 2.333 +0.471 |3
15.0 0.186 0.0002 2 2
3¢.0 0.09¢ "0.031 0.00170.0004 1.333 +0.471 | 4
60.0 0.222 ' 0.014 1.333 £0.471 |2

120.0 0.292 "0.088 0.010 "0.008 2 4

GTPYS (uM)

100 0.109 +0.024 0.007 £0.002 2 9
200 0.195 0.010 2 2

La tabla 3 resume los promedios de la probabilidad de apertura

de los canales de K' durante los registros control y en presencia,
de diferentes concentraciones, de F- y GTPyYS. La Po se calculd con
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la ecuacién 10. Todos los experimentos fueron realizados a un

potencial de membrana de -80 mV, n es el nimero de experimentos.

Los resultados muestran que tanto el F° y el GTPyS disminuyen la Po

a valores cercanos a cero, excepto cuando la concentracidén de F-
fue de 7.5 mM, sin embargo el efecto también fue significativo (P
> 0.05}.

Todos los experimentos de la tabla 3 muestran que la Po de los

canales de K*' disminuye a valores cercanos a cero, tanto en
presencia de F- como de GTPYS aplicados intracelularmente, cuando

los registros iniciaron a un potencial de membrana de -80 mV. Dado
que a -80 mV la Po ya habia disminuido considerablemente, cuando en
los mismos experimentos se invetigé el efecto a otros potenciales,
la Po también habia disminuido aproximadamente a cero. La pregunta
que surgié entonces fue si este efecto podria ser diferente cuando
el registro se iniciari a otros potenciales de membrana diferentes
de -80 mV. Para ello, realizamos experimentos a diferentes
potenciales de mantenimiento, con una concentracién de F~ de 15 mM.
La tabla 4 muestra que la Po disminuye a valores cercanos a Cero,

y que esta reduccidén es independiente del potencial de membrana.
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Tabla 4. Efecto del F sobre la Po.

Em (mV) Po {(Control) Po (F°) n
- 60 0.175 +0.0041 {0.002 =0.0003 3
- 40 0.115 +0.013 0.001 =0.0Q01 4
- 20 0.245 +0.055 0.014 +0.0005 3
+ 20 0.198 +0.04 0.002 £0.007 3
+ 40 0.232 :0.08 0.017 +0.001 3
+ 60 0.219 +0.045 0.0003 +0.0001 | 4
+ 80 0.325 +0.015 0.022 +0.0011 3

Caracterizacidén del canal de K* sensible a ATP.

Hasta este momento caracterizamos que el canal de K' de
rectificacién tardia es modulado directamente por una proteina
esto es, sin la participacién de segundos mensajeros difusibles
el citoplasma. Sin embargo, todos los registros los realizamos
el estado estacionario y, dado que este canal es activado por
voltaje, el punto que faltaba por estudiar era el comportamiento

estos canales durante la aplicacién de pulsos de voltaje desde

la

G,

en

en

el

de

un

potencial de mantenimiento. La siguiente serie de experimentos
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consistié en fijar el potencial de membrana a -100 mV y desde ahi
se aplicaron pulsos de voltaje en pasos de 20 mV hasta +40 mV. Las
condiciones iénicas fueron iguales a la de 1los registros
anteriores.

Los experimentos en soluciones simétricas de KCl mostraron un
resultado sorprendente. En ausencia de ATP la actividad de los
canales fue similar a la que ya hemos reportado, es decir, una gran
actividad seguida de periodos silentes, a todos los voltajes de
membrana estudiados. No obstante, cuando la membrana fue expuesta
a 2 mM de ATP por su cara interna, la actividad de los canales se
redujo a practicamente cero de Po a cualquier potencial de
membrana. Este resultado lo obtuvimos en 6 experimentos (no se
muestran estos resultados), en donde el ATP se obtuvo de tres lotes
diferentes. Un punto que podria ser de interés fue que, el lote que
utilizamos en los primeros experimentos no tuvimos oportunidad de
probarlo en esta nueva serie de experimentos. Es importante
remarcar que en todos los experimentos que realizamos en el estado

estacionario, tanto para la caracterizacidn del canal, como para
estudiar el efecto del F y del GTPyS, no existieron diferencias en

los registros cuando estos se realizaban en presencia o ausencia de

ATP en la solucidn del barfio.
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Para saber si este nuevo resultado se debia al planteamiento
experimental, es decir, que esto se eriera a la aplicacidén de
pulsos de voltaje, realizamos nuevamente experimentos en el estado
estacionario en presencia del "nuevo" ATP (que fue de lotes
diferentes al que se uso inicialmente).

Los experimentos se realizaron en soluciones simétricas de KC1l
(120 mM) . La curva corriente voltaje tuvo un comportamiento lineal,
similar a la de la figura 10, con una conductancia pendiente de
57.2 pS (n=9). El bloque por TEA interno, fue semejante al mostrado
en el experimento de la figura 11, con una reduccidén de la Po del
49% a los 5 minutos y del 87% a los 10 minutos respecto a los
registros control. Por otra parte, la amplitud de la corriente no
se modificoé. La reduccién en la Po en presencia de ATP (2 mM)
priacticamente a cero, fue consistente en todos los experimentos, a
pesar de los diferentes lotes de ATP utilizados. Las aperturas de
los canales se agruparon en salvas en los registros control. Los
tiempos de apertura, la duracién de las salvas y el namero de
aperturas por salva, fueron reducidas por el ATP.

Estos resultados apoyan fuertemente que este canal de K es el
sensible a ATP (Lederer y Nichols, 1989;Noma, 1983; Spruce y col.,
1987) . Ademds, no hay duda que el canal de K' que identificamos
como de la rectificacién tardia, en realidad es el sensible a ATP,
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Fig. 20. Corrientes unitarias de canales de K' sensibles a ATP
registradas en soluciones simétricas de KCl. Filtro 2 KkHz;
velocidad de muestreo 10 kHz; resitencia del sello 60 Gf). Todos los
trazos son segmentos de registros a un potencial de mantenimiento
de -80 mV realizados en el mismo parche de membrana, la duracidn
total en cada situacidén experimental fue de 62 s. (A), situacién

control en ausencia de ATP. (B), en presencia de 15 mM de F ¥y GDPPS

500 pM en la solucién del bafio (sin ATP). (C), después de regresar
a las condiciones control. (D), en presencia de 15 mM de F en la
solucién del bafio (sin ATP). (E), después de eliminar el F de la

solucién del bafio. (F), en presencia de 2 mM de ATP en la solucidn
del bafio. (G), después de regresar a las condiciones control. Ver

pag. 103.
ya que tiene una alta probabilidad de apertura a -80 mV (voltaje al
cual el rectificador tardio estd practicamente cerrado), la
relacidén corriente-voltaje tiene un comportamiento lineal, muy
similar al canal de K* sensible a ATP (Spruce y col., 1987), y por
supuesto fue bloquedo por ATP. Los efectos diferentes que muestra
el ATP serén.comentadas en la seccién de discusidn.

Una vez que aclaramos que el canal de K' registrado fue el
sensible a ATP, el problema a resolver fue conocer si este canal
realmente era modulado por una proteina G.

La figura 20 resume uno de cinco experimentos en donde se
ilustra el efectoc del GDPBS y F, F,y ATP; los registros se

realizaron en condiciones isotdénicas de KCl, el potencial de
membrana fue de -80 mV. En cada uno de 1los experimentos se
realizaron todos las maniobras ejemplificadas en este experimento.
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En la Fig. 20 A, B, C, D y E 1la solucidén del bafio no contenia ATP.
La Fig. 20A muestra el registro en condiciones testigo, la

conductancia fue de 56.8 pS y la Po de 0.386. La Fig. 20B en
presencia de F- (15 mM) mas GﬁPBS (500 uM), con estas condiciones,

l1a conductancia no sufrié modificaciones y la Po fue de 0.345. En

la parte C, se ilustra el registro después del lavado de F- mas
GDPBS, en donde la Po practicamente no tuvo modificaciones

(Po=0.320) . El F* (15 mM) redujo drdsticamente la Po hasta valores
cercanos a cero (Fig. 20D). Cuando el F es eliminado de la
solucién del bafio, la actividada de los canales muestran una
recuperacién de casi el 100%, con respecto a los registros control
(Fig. 20B). La Fig. 20F ilustra el efecto de 2 mM de ATP aplicado
a la cara intracelular de la membrana, la Po disminuyé a cero y la
actividad de 1los canales se recuperd completamente después de
remover el ATP de la solucidén del bafio (Fig. 20G).

La Fig. 21 presenta la probabilidad de apertura, calculada
cada 10.35 s, de un experimento similar al mostradoe en la Fig. 20.

La circulos vacios, de derecha a izgquierda, representan la Po del
registro control y de los lavados del F" y GDPf3S, del F- y del ATP
respectivamente. Nuevamente el F- carece de efecto en presencia de

GDPBS (circulos negros); sin embargo, el F- por si mismo disminuye
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la Po de manera dramatica (tri&ngulos negro). Por otra parte, el
efecto del ATP es claramente una disminucién de la probabilidad de

apertura (cuadros negros), tal como se mostro en la figura 20. La

Po promedio fue de 0.287 + 0.034 en los registros control, y

disminuyd a 0.004 ¢ 0.0001 (n=5) en presencia de F".

0.8 i

0.4 |-

Open probabilily

0.0L

Fig. 21. Efecto del F y del GDPPS sobre los canales de K*' sensibles
a ATP. (O)situciones control -en ausencia de ATP en la solucién del

bafio-, (®) en presencia de F- (15 mM) y del GDPBS (500 uM) en la

solucién del bafio, (¥) en presencia de 15 mM de F° en la solucidn
del bafio y (M) en presencia de 2 mM de ATP en la solucidén del barfio.

Si bién esta serie de evidencias nos llevan a la conclusidn de que
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el canal de K* sensible a ATP es modulado por una proteina G, el
objetivo principal de este trabajo de_tesis fue establecer si el
canal de K* de la rectificacidén tardia era susceptible de ser
modulado por un mecanismo Similar. Asi, la siguiente serie de
experimentos fue encausada a la caracterizacién del rectificador

tardio y, posteriormente estudiar la posible modulacién por

proteinas G.

Caracterizacién de canales de K' de la rectificacién tardia

Los ’experimentos para caracterizar al canal de K' de la
rectificacién tardia se realizaron mediante la aplicacidén de pulsos
de voltaje de 100 ms de duracidén, en pasos de 20 mV hasta +40 mV
desde un potencial de mantenimiento de -100 mV. El registro de las
corrientes unitarias dieron evidencia de tres distintos tipos de
canales de K* de la rectificacién tardia. Las soluciones empleadas

para el registro de las corrientes iénicas fueron soluciones
asimétricas de K*, en la pipeta 2.5 mM de K' y TTX (6 uM) para

bloquear los canales de Na' (solucién B, Tabla 2), Yy en la solucién
del bafio 120 mM de K* (solucién C, Tabla 2) Las microdreas de

membrana en general contenian de 2 a S5 canales activos. La
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reconstruccidén de 1las corrientes poblacionales a partir del
registro de las corrientes que fluyeq a través de un sélo canal
tuvieron un curso temporal de activacidédn similar al de las
corrientes macroscdpicas registradas de fibras musculares o
segmentos de fibras musculares (Adrian y col., 1%970a y b;

Stanfield, 1970; Beam y Donaldson 1983a; Vergara y col., 1978).

~anal . . o

La figura 22 muestra registros de corrientes unitarias que
fluyen a través de canales de K*. Los canales fueron activados con
pulsos despolarizantes desde un potencial de mantenimiento de -100
mV durante 100 ms. Los canales se abren con latencias mﬁy breves y
fluctuan r&pidamente entre la linea de base y el nivel de apertura.
El histograma de amplitudes punto a punto (Fig. 22B) fue bien
ajustado a la suma de dos distribuciones Gaussianas. El valor de la
corriente estimada del ajuste fue de 3.01 pA {(a +40 mV). La
amplitud de las corrientes a diferentes voltajes (de -80 a +40 mvV)
se obtuvé del valor de los ajustes de los histogramas de amplitudes
similares a losg de la Fig. 22B. La relacidn corriente voltaje se
realizé con los valores obtenidos de los ajustes de los histogramas
de amplitudes de 10 experimentos de diferentes parches de membrana
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Fig. 22. {A), corrientes unitarias del canal K* de la rectificacidn
tardia. [K'l,= 2.5 mM. El trazo superior muestra la duracién y los
pulsos de voltaje, desde un potencial de mantenimiento de -100 mV
hasta +40 mV. Los potenciales de membrana (a la izquierda de cada
registro) indican el estado cerrado del canal. (B), histograma de
la amplitud de las corrientes formado de 100 registros. El
potencial fue a +40 mV. Del mismo parche como en A. La curva es la
suma de dos distribuciones Gaussianas ajustada por el método de los
minimos cuadrados. Los parametros (media y desviacién esténdar)
fueron: 0.01, 0.12; 3.01, 0.038. (C), Relacién corriente-voltaje de
10 experimentos similares a los mostrados en A.
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Fig. 22C). El potencial de inversidn no se obtuvo directamente, ya
que los canales tienen una baja probabi}idad de apertura a voltajes
muy negativos. Sin embargo, el potencial de inversidn extrapolado
fue de -90+ 2.3 mV (n=10). Ademis, la relacién corriente-voltaje no

es lineal, por esta razdn, la conductancia unitaria es expresada

como la conductancia cuerda (y=i/E.-E(). De acuerdo a con esta

definicién, y depende del potencial de equilibrio (Ey) . Tomando el

valor de P, :P=0.01 (Standen y col, 1984; Standen y col., 198%5) y

bajo estas condiciones idnicas para el potasio, el E¢ fue de -87
mv. y fue de 26:1.2 ps (n=10) a -40 mV y de 21:0.8 pS (n=8) a +40

mv.

Los registros de corrientes a nivel wunitario mostraron
evidencias de un proceso de inactivacidén lenta. LoOS experimentos
dan evidencia de que el agrupamiento de registros con y sin
apertura de los canales en pulsos consecutivos ocurre de manera no
aleatoria. La Fig. 23 muestra veinte registros consecutivos de una
serie de 200 despolarizaciones a +40 mV durante 100 ms, desde un
potencial de mantenimiento de -100 mV. El intervalo entre 1los
pulsos fue de 1 segundo (s). Los registros sin apertura de canales
{registros vacios) tienden a agruparse mas que a ordenarse al azar

entre los registros con aperturas. Pareciera que los canales entran
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Fig. 23. Registros ordenados no aleatoriamente. Veinte registros
consecutivos (iniciando en la columna de la izquierda y hacia
abajo) de una serie de 200 despolarizaciones a + 40 mV durante 100
ms, repetidos s intervalos de 1s. El primer registro mostrado fue
precedidoe de 54 registros, los cuales tuvieron el mismo
comportamiento que los aqui presentados.

en un proceso de inactivacién lenta en el cual los canales son
incapaces de abrirse durante varios segundos. Un comportamiento

similar fue descrito para los canales de Na' (Horn y col., 1984),

111



para los canales de K' de la rectificacién tardia (Standen y col.,
1985) y para el canal de XK' Shaker (;agotta y Aldrich, 1990). El
anilisis de corridas se puede usar para estimar el grado de no
aleatoriedad de los datos (Swéd y Eisenhart, 1943; Gibbons, 1971).
El método predice que para muestras, donde el mimero de ensayos (n)
es >40, la distribucién exacta del nlmero de corridas puede ser
aproximada por una distribucidn asintdtica, formando una variable
aleatoria estandarizada, 2, con promedio = 0 y varianza = 1

{(Gibbons, 1971). La distribucién del numero de corridas es dada

por:

;.. _R-2mp(-p)
2y/n p (1- p)

(11)

donde R es ei namero de corridas, n es el nimero total de ensayos
y p es la probabilidad de que al menos un canal este abierto
durante un ensayo. El nimero esperado de corridas es 2np(l-p) .
valores de Z cercanos a cero indican una distribucién aleatoria de
los eventos y valores positivos de Z corresponden a un agrupamiento
no aleatorio de los registros vacios.

En estos experimentos el andlisis de corridas mostrd un patron
de no aleatoriedad. Sin embargo, la no aleatoriedad esta
subestimada debido a que los parches contenia mis de un canal (Horn
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y col. , 1984). En el experimento mostrado en la Fig. 23 hubo 72

registros blanco y 34 corridas. Para esta serie de eventos Z=6.42,

lo cual es estadisticamente significativo (P>0.02) Cuando un canal

entra al estado inactivado este serd incapaz de abrirse ante una

nueva despolarizacién, de tal forma que la inactivacién lenta lleva

a cambios, con respecto al tiempo, en el nimero de canales activos

en el parche.

En cuatro experimentos,

este proceso lento no se

observé cuando el intervalo entre los pulsos fue mayor a 5 s (no

se muestran los datos).

Tabla 5. Probabilidad de apertura de los canales de K

Potencial P, To
{mV) (ms) {N)
-40 0.307+0.01 03:0.12 8
-20 0.360:0.09 07+0.14 8
0 0.560:0.07 11:0.08 8
+20 0.785:0.11 56+0.10 8
+40 0.873:0.13 68+1.11 8

It

Py

media ¢+ E.S.

Una estimacién adecuado de la P, de los

probabilidad de apertura
T, = tiempo abierto

canales en funcidén del
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potencial de membrana o del tiempo, requiere la presencia de un
sélo canal. Ya que en todos los registros existieron varios canales
en los parches de membrana y dque estos canales presentaron el
fenémeno de inactivacién lenta, la P, fue calculada con la ecuacidn
10. La tabla 5 muestra el promedio de la P, en funcién del
potencial de membrana de 8 experimentos experimentos diferentes.
Duran;e el c&lculo de la P, se incluyeron los registros vacios,
pero es claro que la P, incrementa sus valores conforme 1la
membrana se depolariza.

Los canales de este subtipo del rectificacador tardio se abren
y se cierran independientemente. Mediante el andlisis binomial, en
estos parches que contenian varios canales, se investigdé si la
poblacién de los canales era homogénea e independiente. La Fig. 24
muestra dos trazo representativos en donde el nidmero maximo de
canales abiertos a un tiempo dado fue dos. Los puntos en la Fig. 24
A y B muestran el cdlculo de la probabilididad de tener exactamente
0 y 1 canales abiertos respectivamente. El teorema binomial predice
que, para canales indépendientes, la probabilidad Px de observar X

canales abiertos de un namero total N sera:

P () ( f) P [-P@OI* P (12)
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donde P(t ) es la probabilidad de que cada canal este abierto a un
tiempo dado. La linea continua en la F%g. 24 A y B es el ajusta de
las probabilidades experimentales de acuerdo con el .teorema
binomial. La gran concordancia entre las probabilidades estimadas
y las calculadas es consistente con que los canales en el parche
se abren y se cierran independientemente uno del otro y que la
poblacién es homogénea , tal como se ha documentado para el canal
de Na* (Horn y col., 1984) y para el canal de K' de la rectificacidn
tardia (Standen y col., 1985).

La reconstruccidén de las corrientes macroscdpicas a partir de
los regitros individuales mostrd uné cinética de activacidn tipo
rectificador tardio, similar a la corriente promediada del axén de
calamar (Llano y col., 1988). Ademds, estd corriente no presento la
inactivacién rdpida caracteristica del misculo esquelético de rana
(Adrian y col., 1970; Stanfield, 1970; Standen y col., 1985). Los
primeros tres registros en cada panel de la Fig. 25 A-C
corresponden a registros individuales a +40, 0 y -40 mV
respectivamente; los trazos mds inferiores corresponden a la
corriente promediada de 100 a 150 registros individuales, las
cuales tiene la apariencia de las corrientes macroscépicas del
rectificador tardio. Estas corrientes promediadas llegan a su

amplitud méxima a los 8.6+1.6 ms (n=4) a -40 mV y, a los 4.2:0.9 ms
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Fig. 24. An&lisis binomial del mismo experimento mostrado en la
fig. 23. Probabilidad de apertura comoc una funcién del tiempo. A ¥
B, probabilidad de que 0 y 1 canal respectivamente esten abiertos
como una funcién del tiempo. En cada caso los circulos representan
los valores experimentales y la linea continua es la prediccidn
binomial calculada a partir de la Po usando la ecuacidn 12.

(n=5) a +40 mV y, se mantienen a estos niveles durante todo el

tiempo de la despolarizacién, de forma semejante a como sucede con
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Fig. 25. Canales sin inactivacién tipo "N". (A-C)} Corrientes
unitarias y la corriente promediada (el trazo mds inferior en cada
seccién) resultante de los potenciales indicados. E1l potencial de
manteniento fue de -100 mV. Las corrientes promediadas incluyen
registros con y sin aperturas de los canales. La calibracidén de 4
pA corresponde a los registros individuales y la calibracidn de 2
pA a las corrientes promediadas. Ver pag. 117.

activacién de las corrientes de K* del rectificador tardio en el
axén de calamar (Hogdkin y Huxley, 1952d; Llano y col., 1988).

La forma de las corrientes promediadas sugieren que ellas
pueden ser ajustadas con una cinética de cuarto orden tipo Hodgkin-

Huxley (Hodgkin y Huxley, 19524):
I(t) = Im [l-exp(—tltl)]‘ 3 (13)

con n = 4, donde I(t) es la amplitud‘de la corriente al tiempo t,
I,., es la amplitud mdxima de la corriente, T, es la constante de
tiempo para el proceso de activacién. Los puntos en la Fig. 26A
ilustran una corriente promediada a +40 mV y la linea continua es
el mejor ajuste a los datos con la ecuécién 13. Las constantes de
tiempo obtenidas de los ajustes fueron dependientes del voltaje,

declinando desde 5.225:0.89 ms (n=4} a -40 mV hasta 0.152+0.02 ms

{n=4) a +40 mV,

Los canales presentaron el fendémeno de deactivacidén en funcidn
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Fig. 26. Deactivacidén de los canales de la rectificacidén tardia.
(A-D} corrientes promediadas obtenidas del mismo parche de membrana
a +40 mV desde un potencial de mantenimiento de -100 mV. (A),
corrientes obtenidas casi inmediatamente después de haber realizado
el sello, los puntos son los datos experimentales y la linea
continua es el ajuste con la ecuacién 13. La constante de
activacién fue de 0.142 ms. Corrientes promediadas obtenidas a los
5 min (B), a 30 min (C) y a 60 min (D) después de realizado el
sello.

del tiempo ("run-down"). Asi, a los 5 minutos los canales

disminuyeron su P, en casi el 80 % respecto a los registros
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realizados inmediatamente después de haber realizado el sello, a
tiempos mayores la P, fue précticamgnte de cero. La Fig. 26
muestra un ejemplo tipico de este fendmeno, en la parte A se
presenta la corriente promediada al inicio del experimento, en B a
los 5 minutos (min), en C a los 30 min y en D a los 60 min después
del registro inicial. Una vez que los canales entran en este estado
(en todos los experimentos), nunca dieron evidencias de salir de
él. Cuando 1los canales fueron  expuestos a diferentes
concentraciones de F- su comportamiento cinético fue el mismo que
en ausencia de este anién. Este tipo del rectificador tardio fue el
canal que con mids frecuencia se encontré en las vesiculas del
sarcolema del miasculo esquelético; de 122 parches de membrana, este
canal estuvo presente en 39 ocasiones.

Los hisﬁogramas de la distribucidén de los tiempos de apertura

fueron ajustados a la suma de dos exponenciales (no se muestran los

histogramas). Las constantes de tiempo fueron de 0.190:0.020 y

2.332+0.036 ms (n=8) a -40 mV y, de 0.289+0.042 y 6.670+0.018

ms (n=8) a +40 mV. Estos resultados sugieren que los canales tienen
por lo menos dos estados abiertos, sin embargo, ello puede resultar
de la contribucidén de mds de un canal en los registros (Llano y

col., 1988; Colquhoun y Hawkes, 1995). Una estimacién del tiempo
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promedio de apertura, cuando existe mads de un canal en la membrana,

se obtiene mediante:

Ty~ —2, (14)

donde 11, es el namero total de transiciones del estado abierto al
cerrado, j y t; tienen el mismo significado que para la ecuacidén 10

{(Fenwick y col., 1982; Standen y col., 1985). Los valores de tiempo
abierto (tabla 5) de los mismos experimentos fueron de 3.03:0.12
ms (n=8) a -40 mV y de 5.68:+1.11 ms a +40 mV (n=8). La distribucidn

de los tiempos cerrados mostrd que el canal debe de transitar en
por lo menos dos estados cerrados antes de gque pase al estado

abierto.

capal . . s

Bajo condiciones idénicas y de registro similares, varios
experimentos revelaron otro tipo de canal. Este canal difiere del
descrito anteriormente en sus valores de conductancia, de sus
propiedes cinéticas y de su probabilidad de estar abierto. La
actividad de este canal a diferentes potenciales de membrana se

muestra en la Fig. 27A. La relacidn corriente-voltaje de 6 a 7

121



paare - Pa— .

100 ma e 20 -

1.5 -
.2

Corriente (pA)
—
o
I

0.0 I
-80 -40 0 40
Em (mV)

_J

Fig. 27. (A) Dependencia al voltaje de las corrientes unitarias de
K*; la solucidén de la pipeta contuvo 2.5 mM de K', el potencial de
membrana fue escalonado desde - 100 mV {(voltaje de mantenimiento)
a los potencilaes indicados a la izquierda de cada registro. El
esquema superior muestra los pulsos de voltaje, asi como la
calibracidén del tiempo. Los datos fueron filtrados a 2kHz vy

muestreados a 10 kHz. La resistencia del sello fue de 50 G2. (B)
Relacidn corriente-voltaje de experimentos similares a los
mostrados en A. Cada circulo es el promedio de 6-7 experimentos;
las barras verticales son el error estédndar, donde ellas no se
observan, es que el E.S. es dos veces mas pequefio que el tamafio del
simbolo.
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experimentos similares es mostrada en la Fig. 27B; a -60 mV las
corrientes empiezan a registrarse, por abajo de este voltaje las
corrientes son indistinguibles del ruido. La relacidén corriente
voltaje no es lineal, el poténcial de inversgién extrapolado es de

-88+2.8 mV (n=6). La conductancia cuerda fue de 19.33:0.023 (n=6)y

de 12.90+1.30 (n=7) a -60 y +40 mV respectivamente.

0.5 pA

100 ms

Fig. 28. Corriente promediada de 150 registros individuales del
mismo experimento mostrado en la fig. 27, a una despeolarizacién de
+40 mV. Los puntos son los datos experimentales y la linea continua
es el ajuste a una cinética tipo Hodgkin-Huxley (ecuacién 13 mé&s un
término exponencial de caida). La constante de activacién fue 1.81
ms y la constante de inactivacién de 32.17 ms.

Las corrientes promediadas a partir de 1los registros
individuales (Fig. 28) tienen la apariencia de las corrientes
macroscdpicas del rectificador tardio registradas del misculo

esquelético de rana (Adrian y col., 1970; Stanfield, 1970). Las
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corrientes macroscdpicas del rectificador tardio en el misculo
esquelético disminuyen paulatinam?nte durante un pulso
despolarizante (Adrian y col., 1970; Stanfield, 1970} y las
corrientes promediadas también declinan lentamente durante un pulso
despolarizante (Fig. 28). Esta disminucidén paulatina de: la
corriente se debe a un proceso lento de inactivacién (Standen y
col., 1985). Sin embargo, en estos canales, el mecanismo por el
cual sucede esta disminucidén muy probablemente ocurra por una
disminucidén en la probabilidad de apertura de los canales en
funcién del tiempo (Fig. 29), muy similar a como sucede para un
canal de calcio (Carbone y Lux, 1984).

Los canales de Na*' y de K* de la rectificacién tardia a nivel
unitario presentan un comportamiento independiente (Horn y col.,
1984; Standen y col., 1985). En esta serie de experimentos, los
parches de membrana contuvieron varios canales, investigamos si
estos canales también presentaban esta independencia. El andlisis
binomial fue consistente con una poblacién homogénea y, ademds, los
canales se cierran y se abren independientemente uno del otro (Fig.
29) .

Para canales que se activan con el voltaje, la latencia que
existe entre que se inicia una depolarizacidn, hasta el momento en
que se abre por primera vez un canal, dara informacién acerca de
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Fig. 29. Andlisis binomial del experimento mostrado en la figura
27. (A-D) cada punto representa la probabilidad de que 0, 1, 2, ¥y
3 canales esten abiertos a un tiempo dado; la linea continua es la
prediccidn binomial.
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cuantos estados cerrados debe de transitar el canal para poder
abrirse (Patlak y Horn, 1982; French y Horn; 1983; Standen y col.,
1985; Shao y Papazian, 1993). La Fig. 30 muestra dos histogramas de

la latencia a la primera apértura a potenciales de -20 mV (Fig.

30A) v +40 mV (Fig. 30B). Es evidente en estos histogramas un pico

a tiempos mayores que cero, lo que indica que el canal no se abre
instantaneamente. En otras palabras, el canal debe de transitar por
mds de un estado cerrado antes de entrar al estado abierto. La fig.
30 muestra que los canales llegan mis rapidamente al estado abierto
conforme la membrana es mds depolarizada. Del experimento ilustrado
en la Fig. 30, el promedio de la latencia fue 29.30 ms a -20 mV y
de 5.85 ms a +40 mV. Ademds, el histograma a +40 mV esta més
comprimido , indicando la ausencia relativa de aperturas tardias
después de la despolarizacidén. La linea continua representa el
mejor ajuste de la distribucién de las latencias para un modelo de
tres estados, en el que dos estados cerrados preceden al estado
abierto. En este modelo, la funcidén de densidad de probabilidad

para la distribucidn de las latencias se obtiene como:

R,R,
R

[exp(- R2 1) - exp(- R| 1l (15)

1 2
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La relacidn entre R,, R, y la constante de velocidad k; esté

dada por : R, R, = [k, + k, + k., V[ (ki + k, + k.)? - & kk]11/2

Fig. 30. Latencia a la primera apertura. (A), histograma de la
latencia a -20 mV. La curva se obtuvo con la ec. (15) con R,=0.870
ms', R,=0.707 ms'. La latencias fueron medidas de un parche que
contenia tres canales. (B), histograma de la latencia a +40 mV del
mismo parche como en A, R,=3.362 ms™, R,=2.823 ms'!. Dada la
presencia de varios canales, la latencia puede estar sobreestimada
(ver discusién) .
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{Patlak y Horn, 1982; Standen y col. 1985). Similar a las
observaciones de Standen y col., (1985) el modelo predice un pico
inicial, sugiriendo la presencia de dos estados cerrados. Sin
embargo, el modelo predice una latencia que incrementa méas
ridpidamente que los datos experimentales, por lo que un esquema con
mads de dos estados cerrados es necesario.

En cada uno de los registros se investigd el efecto del F-

aplicado a la cara interna del parche de membrana. La P, no se
modificd, en los registros control fue de 0.60:0.021 (n=8),
mientras que en presencia del F- , en los mismos experimentos, fue
de 0.66+0.15. La amplitud de la corriente fue de 1.63:0.20 pA y
1.54+0.022 pA en los experimentos control y en presencia de este

anidén respectivamente.

- 1 je baj litud

Un tercer tipo de canal de potasio activado por el voltaje
estuvo presente en las membranas del misculo esquelético. La Fig.
31 presenta una serie registro individuales de las corrientes
activadas a una depolarizacidén de +40 mV desde un potencial de
mantenimiento de -100 mV. Este tipo de corrientes unitarias’sélo

fueron registradas cuando el voltaje de membrana fue mayor a 0 mV.
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Fig. 31. Canales de K* de baja amplitud. Los registros con y sin
apertura de canales tuvieron un ordenamiento altamente no aletorio.
Cuarenta registros consecutivos (de arriba hacia abajo e iniciando
en la columna de la izquierda) de una serie de 150 depolarizaciones
a +40 mvV. El1 intervalo entre los pulsos fue de 1 s. Filtro 2 kHz;
velocidad de muestreo 10 kHz; (K*'],= 2.5 mM; resistencia del sello

40 GQ). Ver pag. 129.

La actividad de los canales s6lo se registrd en cuatro parches de

membrana de un total de 122. La conductancia unitaria a 0 mv fue de
8.11+0.02 pS (n=4) y a +40 mV fue de 6.90+0.178 pS (n=4). Los

registros sin apertura de canales presentan una clara tendencia a
agruparse mas que a distribuirse entre los registros con apertura
de canales, durante pulsos consecutivos (Fig. 31). El1 intervalo
entre los pulsos fue de 1 s. El andlisis de corridas mostrd que los
agrupamientos con y sin apertura de canales sucede de forma
altamente no aleatoria, muy similar a como sucede con los dos
canales de la rectificacidén tardia descritos previamente.

El trazo de la Fig. 32 corresponde a la corriente promediada
obtenida del ensamblaje de todos los registros que presentaron
aperturas con este tipo de canal. En el experimento mostrado en la
Fig.32, la aperturas de los canales suceden mucho tiempo después de
que ha iniciado la despolarizacién y con una probabilidad de

apertura muy baja (en este parche, s6lo 40 de 150 registros
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individuales presentaron apertura de canales a este voltaje). La
reconstruccidén de las corrientes macFocépicas presenta un gran
retardo en el curso temporal de activaciédn.

Finalmente, el F- no tuvo efectos sobre el comportamiento

cinético de este tipo de canales.

+ 40 mv

-100mv 100ms

0.5 pA

Fig. 32. Corriente promediada que incluye s6lo pulsos due
presentaron actividad de canales (40 registros individuales).

Canales de K' similares al canal tipc A

La Fig. 33 muestra registros de corrientes salientes
transitorias que fluyen a través de un_sélo canal , registradas de
un parche de membrana durante pulsos despolarizantes a 0, +20 y +40
mV desde un potencial de mantenimiento de - 100 mV. La actividad de

los canales fue registrada bajo las mismas condiciones iénicas y de
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registro que durante la caracterizacidén de los canales de la
rectificacidén tardia . Con esta situacidén experimental, todos los
parches de membrana registrados tuvieron al menos dos © tres
canales activos. Las aperturas ocurren en bursts breves de sélo
algunas aperturas. Las corrientes transitan rédpidamente entre la
linea de base al nivel de apertura, de tal manera que las
corrientes unitarias pueden ser facilmente resueltas. Esto se puede
observar del histograma de amplitud punto a punto de 150 registros
como los que se muestran en la Fig. 33C, el cual puede ser
ajustado por la suma de tres distribuciones Gaussian (Fig 33D). La
Fig. 33d es una amplificacién de la Fig. 33D para observar en
detalle estas distribuciones. La corriente estimada del ajuste fue
de 2.27 pA. La Fig. 33A (a 0 mV) y la Fig. 33B (a +20 mV) muestran
registros del wmismo parche. Los histogramas de amplitudes
semejantes a los que se muestran en la Fig. 33D fueron usados para
estimar la corriente unitaria a diferentes voltajes.

La Fig. 33E presenta la relacién corriente-voltaje de 5-8
experimentos en donde se registrd la actividad de canales similares
a los ilustrados en 33 A-C. La relacién corriente-voltaje tiene un

comportamiento lineal de -20 a +40 mV, sin embargo a -40 mV este

comportamiento cambia ligeramente. El1 potencial de inversién

extrapolado fue de -90 mV. La conductancia unitaria expresada
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Fig. 33. Propiedades de 1las corrientes de K*' salientes vy
transitorias. (A) El registro mas superior muestra la duracidn del
pulso de voltaje desde un potencial de mantenimiento de -100 a 0
mV. Las puntas de flecha numeradas con 0, 1 y 2 a la izquierda,
indican el nimero de canales abiertos. El trazo mas inferior
presenta la corriente promediada de 100 registros, la linea sdélida
corresponde al ajuste de los datos con la ecuacidén 16. Los
parametros del ajuste (constante de activacidn, constante de
inactivacién): 1.22 ms, 15.72ms. La calibracidén de 5 pA corresponde
a los trazos de las corrientes unitarias y la calibracidén de 1.2 pA
corresponde a las corrientes promediadas. (B) y (C} Corrientes
unitarias del mismo parche como en A a un pulso despolarizante a
+20 vy +40 mV respectivamente. En cada panel el trazo mds inferior
es la corriente promediada. Los parametros de ajuste en B: 0.53 ms,
14 .42 ms; y, en C: 0.17 ms, 16.60 ms. (D} y (d) Histograma de
amplitud de todos los puntos-datcs del conjunto de pulsos a +40 mV.
La curva es 1la suma de tres distribuciones Gaussianas. Los
parametros {area, media y desviacidén estandar) fueron: 297.1, 0,
0.007; 209.5, 2.27, 0.022; 116.2, 4.45, 0.034. (E) Relacidn
corriente-voltaje de experimentos similares a los ilustrados en A-
C. Las amplitudes de la corriente fueron obtenidas de los ajustes
Gaussianos a los histogramas de amplitud. Ver pag. 133.

como la conductancia cuerda (yY) fue de 16.93:1.41 pS (n=5) y de

17.3+2.54 pS (n=8) a -40 mV y +40 mV respectivamente. No obstante,
la Prueba-t de Student no mostrd diferencias estadisticamente
significativas entre las conductancias cuerda a -40 y +40 mV. Un
ajuste lineal a los datos a voltajes de -20 a +40 mV dié una
conductancia pendiente de 18.4 pS.

Los canales se abren con latencias breves después de inicado

el pulso y las aperturas ocurren s6lo al inicio del pulso,

134



posteriormente el canal pasa a un estado cerrado hasta el final del
pulso (Fig. 33, A-C), debido a que el canal rara vez se reabre,
este estado cerrado se ha identificado como un estado inactivado
(Zagotta y Aldrich, 1990). LoS trazos mas superiores en cada panel
de 1la Fig. 33 A-C corresponden a registros individuales
seleccionados; los trazos mas inferiores corresponden a la
corriente promediada de 100 a 150 registros. El ensamblaje de las
corrientes tienen la apariencia de las corrientes macroscépicas
tipo A (Camacho y col., 1996; Solc y col., 1987; Taylor, 1987). La
forma de las corrientes promediadas sugiere que ellas pueden ser

ajustadas por una ecuacidén de la forma:
I( i = Toax [1-6xP(-t/T )] exp(-t/7}) , (16)

con n = 4, donde I(t) es la amplitud de la corriente al tiempo t,

I,ax €5 la amplitud maxima de la corriente, 71, es la constante de

tiempo para el proceso de activacidn y 1, es la constante de tiempo
para la inactivacién (Connor vy Stevens, 1971; Smith, 1978). La
constante de tiempo 1, fue dependiente del voltaje, declinando de

1.225 ms (a 0 mV) a 0.176 ms (a +40 mV). La constante de

inactivacidén no mostrdé dependencia al voltaje, siendo de 15.72 y

16.60 ms a 0 y +40 mV respectivamente. 1, estimada de las corrientes
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promediadas de diferentes parches varid® en un rango de 11.43 a
19.32 ms a +40 mV. Sin embargo, en estos experimentos T, no exhibid

alguna dependencia al voltaje. La tabla 6 resume los valores

-

promedio de activacién e inactivacidén para diferentes experimentos.

Tabla 6. Activacién e inactivacidén de las corrientes de K*

Potencial ACTIVACION INACTIVACION
(mV) (ms) (ms) (N)
-20 2.775 + 0.276 12.995 + 0.014 8
0 1.614 & 0.011 14.015 £ 1.750 8
+20 1.031 + 0.007 10.522 + 1.940 7
+40 0.504 + 0.276 13.751 + 5.358 6

Promedio + E.S.

Los experimentos a nivel de canales UGnicos dan evidencia de
que el agrupamiento de registros con y sin apertura de los canales
en pulsos consecutivos ocurre de manera no aleatoria. La Fig. 34
muestra treinta registros consecutivos de una serie de 150

despolarizaciocnes de 100 ms a +40 mV desde un potencial de
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mantenimiento de -100 mV, el intervalo entre los pulso fue de 1 s.
Los registros sin apertura de canales‘(registros vacios) muestran
una tendencia a agruparse mds que a distribuirse aleatoriamente
entre los registros con aperturas. Los canales entran en un proceso
de inactivacién lenta en el cual son incapaces de abrirse por
tiempos relativamente prolongados (Horn y col., 1984; Standen y
col., 1985; Zagotta y Aldrich, 1990}). El analisis de corridas
mostrd un patron de no aleatoriedad, la cual estd subestimada ya
que los parches contenia varios canales (Horn y col. , 1984). En el
experimento mostrado en la Fig. 34 hubo 52 registros wvacios y 24
corridas. Para esta serie de eventos Z = 8.23. Si los eventos
fueran ordenados aleatoriamente, la probabilidad de observar este
valor de Z seria <10, Este proceso de inactivacidén modifica el
nimero de canales activos, de tal forma que ante una nueva
despolarizacién elleos son incapaces de abrirse. En dos
experimentos, la inactivacidén lenta no se observd cuando el
intervalo entre los pulsos fue mayor a 7 s (no se muestran los
datos).

La presencia de la inactivacién lenta y mas de un canal en el
parche hace dificil obtener una estimacién precisa de la
probabilidad de apertura (P,) del canal en funcién del tiempo o en
funcién del potencial de membrana. A pesar de estas limitaciones,
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la P, fue calculada de acuerdo a la ecuacién 10. La Fig. 35 muestra

5 pA

www*wwmwﬂﬁéﬂwﬁﬂﬂﬂﬂﬁ i L #*ﬁﬂM“WﬂWHWﬂ“*“T*#MH ]

100 ms

Fig. 34. Trienta registros consecutivos (de arriba hacia abajo en
cada columna, iniciando en la columna de la izquierda) mostrando
agrupamiento de registros con y sin aperturas, de una serie de 150
despolarizaciones a +40 mV. Los registros son del mismo parche como
en la Fig. 33 C. El intervalo interpulso fue 1 s.

una grafica de P, contra el potencial de membrana de cuatro

experimentos diferentes. La P, presenta una gran variabilidad de un
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parche a otro, pero es claro que la P, incrementa sus valores
conforme la membrana se depolariza. Los valores tan bajos de la P,
son debidos a que durante el c¢dlculo de la P, se incluyeron los
registros sin apertura de cahales. Cuando se realizdé una segunda

estimacidén de la P, (de estos mismos experimentos) sdlo de

03 —

Popen

00 — T I

-40 -20 0 20 40
Em (mV)

Fig. 35. Probabilidad de apertura vs. potencial de membrana. La
probabilidad de que un canal este abierto fue determina con la ec.
(10) . Para cada potencial de membrana, se analizaron 10 s efectivos
de registro. Los diferentes simbolos vacios representan datos de
cuatro parches diferentes. Los c¢irculos llenos son el promedio de
los cuatro experimentos.
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registros con aperturas, la P, se incrementd aproximadamente al
doble (no se muestran los datos), no obstante la dependencia al
voltaje no se modificd.

Mediante el andlisis bindmial, en estos parches que contenian
varios canales similares al Tipo A, se investigd si la poblacidn
de los canales era homogénea e independiente. La Fig. 36 muestra
tres trazo representativos en donde el nimero maximo de canales
abiertos a un tiempo dado fue dos. Los puntos en la Fig. 36 A , B
y C muestran el cdlculo de la probabilididad de tener exactamente
0, 1 y 2 canales abiertos respectivamente. La linea continua en la
Fig. 36 A, By C es el ajusta de las probabilidades experimentales
de acuerdo con el teorema binomial. El modelo predice con bastante
presicién los datos experimentales, por tanto, ademas de que los
canales comprenden una poblacién homogénea, ellos tienen un
comportamiento independiente (Horn y col., 1984; Standen y col.,
1985) .

Los histogramas de la distribucién de los tiempos de apertura
a todos los potenciales de membrana explorados (-40 a +40 mV)
requirieron de dos exponenciales para obtener el mejor ajuste de
estos histogramas. La Fig.37 A y B presenta dos histogramas
tipicos de la distribucién del tiempo abierto de los canales
activados por pulsos a -40 mV y +20 mV respectivamente. Las
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Fig 36. Andlisis binomial del experimento ilustrado en la Fig. 33C.
El parche contuvo 2 canales. (A-C}, los puntos dan el valor de la
probabilidad de que exactamente 0, 1 y dos canales respectivamente
estuvieran abiertos en funcidén del tiempo y la linea continua es
la prediccién binomial utilizando la ecuacidn (4} .
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Fig. 37. Determinacién de la distribucién del tiempo abierto. (A)
Un ejemplo del histograma del tiempo abierto durante pulsos de
voltaje a -40 mV. La linea sélida corresponde al ajuste con dos
exponenciales, las constantes de tiemgo fueron 0.073 y 0.374 ms.
(B) Histograma del tiempo abierto durante a +20 mV, ajustado con
dos exponenciales. Las constantes de tiempo fueron 0.059 y 0.916

ms. (C) Valores de 1, se graficaron como una funcién voltaje. (D)
valores de t, se graficaron como una funcidn del voltaje. C-D, los
simbolos diferentes representan datos de cuatro parches diferentes.
Ver pag. 142.

constantes de tiempo fueron de 0.073 y 0.374 ms a -40 mV Yy de
0.059 y 0.916 ms a +20 mV. Estos resultados concuerda con la idea
de que los canales tienen al menos dos estados abiertos, sin
embargo, esto puede deberse a la presencia de mis de un canal en la
membrana {(Llano y col., 1988}. El tiempo promedio de apertura de
los canales presenta mucha variabilidad de un parche a otro (ver

Tabla 7). En la Fig. 37 C y D se graficaron las constantes de

tiempo abierto resultantes, T,¥ T, respectivamente, en funcidén del
potencial de membrana de cuatro experimentos diferentes. 71, no

presenta ningina dependencia al voltaje, mientras que T, incrementa
con la despolarizacién de la membrana. El incremento en el tiempo
abierto (1,) de -40mV a +40 mV fue de aproximadamente el 33%. La
Fig. 38 ilustra una grafica del promedio del tiempo abierto, T,

calculado con la ecuacidén 14, en funcién del potencial de membrana.
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La t, muestra una incremento en su dependencia al voltaje de casi
el 50% de -40 mV a +40 mV. Los puntos representan el promedio de

los mismos experimentos mostrados en la Fig. 37.
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Em (mV)

Fig. 38. Tiempo promedio en el estado abierto wvs. potencial de
membrana. La duracién promedio en el estado abierto fue calculado
con la ec. (14). Cada punto representa el promedio de cuatro
experimentos y las barras verticales el error esténdar.
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Los histogramas de los tiempos cerrados fueron ajustados a dos

0 tres

Tabla 7. Tiempos abierto y cérrado

exponenciales.

Las dos constantes de tiempos cerrados mas

TIEMPO ABIERTO

Experimentos
1 2 3
{mV) 1, 1, T, 1, T, T, T, T, T,
-40 0.073 0.374 0.256 0.075 0.409 0.113 0.103 0.332 0.228
-20 0.141 0.738 0.550 0.076 0.672 0.389 0.097 0.486 0.351
0 0.056 0.818 0.731 ©0.073 ©0-790 0.504 0.102 0.564 0.629
+20 0.059 0.916 0.780 0.095 ©0.856 0.695 0.281 0.829 0.737
+40 0.050 1.292 1.164 0.078 1.004 0.945 0.231 0.724 0.820
TIEMPO CERRADO
Experimentos
1 2 3
(mv) 1, T 1, T, L2 T T L7] T
-40 0257 6.942 123.9 0.258 11.83 98.65 0289 4548 8145
-20 0293 5087 6430 0277 1015 7956 0229 3124 6574
0 0270 2573  46.57 0270 6412 3845 0307 4229 9966
+20 0.317 2037 18.52 0.151 3.485 21.34 0279 5402 -
+40 0.285 1.659 — 0.281 2.926 — 0217 4704 -
Constantes de tiempo (t,): ms
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Number of events

lentas (t. Y tes) fueron claramente dependientes del voltaje,

mientras que la constante de tiempo mas répida (1) fue

priacticamente independiente (ver Tabla 7). Las constantes de tiempo
lentas disminuyeron marcadamente conforme se incrementdé el

potencial de membrana, mientras que el tiempo promedio en el estado

abierto fue aumentando.
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Fig: 39. Dependencia al voltaje de la latencia a la primera
apertura. (A), distribucién acumulada de la latencia a la primera
apertura durante pulsos de voltaje a -40, -20, O, +20 y +40 mv.
(B), grafica del promedio de la latencia a la primera apertura vs.
potencial de membrana. Los simbolos diferentes representan datos de
cuatro experimentos diferentes.

La distribucién acumulada de las latencias a la primera
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apertura son mostradas en la Fig. 39A ©para los potenciales de
membrana de -40, -20, 0, +20 y +40 mV. Las latencias fueron medidas
de 100 registros individuales, en cada uno de los potencial de
membrana, de un parche ‘que contenia tres canales. Las
distribuciones ilustran que a voltajes mis negativos las primeras
aperturas suceden mucho tiempo después de que se ha aplicado el
pulso, Yy que este periodo de tiempo va disminuyendo
considerablemente conforme el voltaje va siendo mds positivo. El
promedio de la latencia al primer evento disminuye monotdnicamente
con la despolarizacién, desde 21-32 ms a -40 mV a casi 4 ms a +40
mV (Fig. 39B). El cambio en el promedio de la latencia fue de 6-8
veces sobre el rango del voltaje explorado, lo cual indica una gran
dependencia al voltaje para al menos alguna de las velocidades de
transicién entre los estados cerrados que llevan a la apertura del
canal (Zagotta y Aldrich, 1990).

La Fig. 40 muestra histogramas de la latencia entre el incio
del puiso y el tiempo de la primera apertura del canal a -40 mV
(Fig.40A) y +20 mV (Fig. 40B). Los picos de estos histogramas a
tiempos mayores que cero, indican que la apertura es precedida por
un retardo. El fetardo en la latencia indica que el canal tiene que
transitar por mas de un estado cerrado para llegar a un estado
abierto {French and Horn, 1983; Horn y col. 1984; Standen y col.
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Number of events

1985). Ademas, el histograma a +20 mV estd mds comprimido ,

indicando la ausencia relativa de aperturas tardias después de una

0 10 20 30 0 5

Time (ms) Time (ms)

Fig. 40. Latencia a la primera apertura. (A), histograma de la
latencia a -40 mV. La curva se obtuvo con la ec. (15) con R;=0.542
ms*, R,=0.341 ms!, escalados a la misma area que el histograma.
(B), histograma de la latencia a +20 mV, con R;=3.421 ms™*, R,=1.047
ms™!, escalada como en A.
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despolarizacién. La linea continua representa el mejor ajuste de la
distribucién de las latencias para un modelo de tres estados, en el
que dos estados cerrados preceden al estado abierto. El modelo
predice un pico inicial, sugiriendo la presencia de dos estados
cerrados. Sin embargo, el modelo predice una latencia que
incrementa con mayor velocidad que los datos experimentales, por lo
que es necesario un esquema cinético con mds de dos estados
cerrados (Standen y col., 1985).

Las corrientes tipo A son blogqueadas por el compuesto de
amonio cuaternario 4-aminopiridina (4-AP} a concentraciones mM
(Rogawsky, 1985; Rudy, 1988; Solc ¥y col. 1987; Zagotta y col.
1988) . ge estudié el efecto del 4-AP sobre las corrientes
unitarias adicionando una concentracién de 5 mM a la solucién de la
pipeta. Los pulsos de voltaje fueron a 0, +20 y +40 mV desde un
potencial de mantenimiento de -100 mV, el intervalo entre los
pulsos fue de 7 s para evitar el fenémeno de la inactivacién lenta.
En ocho parches no se registrd ningina actividad de canales, en
otros dos parches se registro la actividad de un canal gque no
presentaba la inactivacidn ridpida y el ensamblaje de la corriente
promediada a partir de los registros individuales tenian 1la
apariencia de las corrientes del rectificador tardio (ver Fig. 28)
(Standen y col., 1985). En otro parche y sdlo durante la
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aplicacién de 2 pulsos a +40 mV, de un total de 100 pulscs, se
registraron corrientes unitarias de K* (no se muestran los datos)
similares a las mostradas en la Fig. 33. El1 efecto del
tetraetilamonio (TEA) exteérno fue investigado mediante 1la
sustitucién de 10 mM de TEA-clorurc por NaCl en la solucidn de la
pipeta. En estos experimentos (n=3) el TEA no tuvo ningin efecto
significativo sobre la amplitud de la corrientes ni sobre la P, de
los canales.

La Fig. 41 muestra cuarenta registros tipicos-a un voltaje de
membrana de +40 mV, en los cuales estuvieron presentes los 4 tipos
de canales presentados anteriormente. Por ejemplo, en los trazos 1,
S y 18 (de arriba hacia abajo y de izquierda a derecha) se registré
la actividad de los canales clasificados como "sin inactivacidn
tipo N"; los trazos 8, 9 y 36 muestran las corrientes que fluyen a
través de los canales clasificados como de "baja conductancia";
todos los registros muestran los canales con "inactivacidén tipo N",
asi como los canales similares al tipo A. Cuando se realizd el
ensamblaje de las corrientes (Fig. 42), las corrientes promediadas
tuvieron la apariencia de las corrientes macroscdpicas de los
canales de potasio de la rectificacién tardia registradas de
células o segmentos de células de muscilo esquelético (Adrian y
col., 1970a y b; Stanfield, 1970; Vergara y col., 1978; Beam Yy
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Fig. 41. Corrientes unitarias de 1los canales de K de la
rectificacién tardia. Cuarenta trazos (de arriba hacia abajo
iniciando en la columna de la izquierda) consecutivos de una serie
de 150 despolarizaciones a +40 mV, en donde se muestra la actividad
de los diferentes canales de K* descritos previamente. El potencial
de mantenimiento fue de -100 mV. Filtro 2 kHz; digitalizacidn 10

kHz; resistencia del sello 60 GQ. Ver pag. 151.

Donaldson, 1983a). Las corrientes promediadas tuvieron un curso
temporal de activacién dependiente del voltaje, el cual fue
ajustado a una cinética de cuarto orden tipo Hodgkin-Huxley
{Hocdgking y Huxley, 1952) mis dos términos de inactivacién y un
término constante.

Los tres primeros trazos de la Fig. 43 muestran las corrientes
promediadas de los canales tipo "A", "sin inactivacidn tipo N" y de
"paja conductancia", el trazo inferior izquierdo corresponde a la
corriente promediada cuando todos los canales estuvieron presentes
en el mismo parche y, el trazo inferior derecho es la suma de los
tres primeros trazos mids el canal con "inactivacidén tipo N". Se
puede apreciar la gran similitud entre los trazos mis inferiores.

lLa Fig. 44 muestra que el F no tiene efectos sobre ningino de
estos canales de potasio. El1 trazo de mayor amplitud es la
corriente promediada en ausencia del ién, y el trazo de menor

amplitud es en presencia de este anién, ambas situaciones de
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Fig. 42. Corrientes promediadas a partir de las corrientes
unitarias de K'. Cada trazo corresponde al promedio de 100 pulsos
a + 40 (A), 0 (B), -20 (C) y -40 (D) mV. (E) es el mismo trazo que
en A, los puntos son los datos experimentales y la linea continua
es el ajuste a la cinética tipo Hodgkin-Huxley, con tres términos
de inactivacién y una constante. La constante de activacidn fue
2.85 ms, las constantes de inactivacién fueron 0.70, 26.50 y 66.70
ms. Ver pag. 153.

disminucidén, al inicio del trazo, es de aproximadamente el 25%, sin
embargo este efecto puede deberse a que el canal "sin inactivacidn
tipo N" presenta el fendmenc de deactivacién en funcidn del tiempo.
Cuando el registro fue realizado a tiempos mayores a 30 min., 1la
corriente promediada disminuyd en mis del 70% y la actividad de
estos canales (sin inactivacién tipo N) no se observd en ninguno de

los registros.

Fig. 43. Reconstruccién de las corrientes de K'. (A), corriente

promediada tipo "A". (B), corriente promediada del canal sin
inactivacién tipo "N". (C), corriente promediada del canal de "baja
amplitud". (D), corriente promediada de un parche de membrana que
contenia los cuatro tipos de canales de XK. (E), la suma de

(A) +(B)+(C) . Ver pag. 155.
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+40 mV

-100 mv 100 ms

Fig. 44. Bfecto del F- sobre los canales de K'. El trazo superior

‘muestra la duracién del pulso de voltaje el cual fue desde un

potencial de mantenimiento de -100 mV a +40 mvV. La corriente
promediada de mayor amplitud fue registrada a una concentracién de
120 mM de KCl en la solucidén del bafio; la corriente promediada de
menor amplitud fue en presencia de 15 mM de F° en la solucidn del
bafio.
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DISCUSION

En esta tesis, se dan evidencias de que el canal de K
sensible a ATP del misculo esquelético de la rana es modulado por
una proteina G, sin que haya participacién de segundos mensajeros
difusibles en el citoplasma. Nuestros experimentos muestran por
primera vez la presencia dé tres tipos de canales de K' de 1la
rectificacién tardia en vesiculas del sarcolema del misculo
esquelético de rana. Por otra parte, se describen corrientes de K*
salientes y transitorias similares a 1la corrientes tipo A
encontradas en otras preparaciones biolégicas. Ningino de los
canales activados por el voltaje son susceptibles de ser modulados
por el F° o por alguna proteina G. Tampoco requieren de la

presencia de Ca* para su activacidn.
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MODULACION DEL CANAL DE K* SENSIBLE A ATP POR UNA PROTEINA G

Los registros de corrientes unitarias corroboran la presencia
de canales de K’ sensibles a ATP en las vesiculas que se obtienen
de la membrana del misculo esquelético de rana (Spruce y col.,
1987). De acuerdo con Spruce y col., (1987), la conductancia
pendiente en concentraciones asimétricas de K° (2.5 mM en la piptea
y 120 mM en el bafio) fue de 19.3 pS. La conductancia unitaria de
56.5 pS que medimos en soluciones simétricas de K* (120 mM) es
comparable a los valores reportados de 62 pS en soluciones
isoténicas de K* (155 mM) del misculo esquelético de rata (McKillen
y col., 1994) y al de 60 pS del misculo esquelético de humano
(Burton y col., 1988). También confirmamos que los canales son
bloqueados por el TEA interno (10 mM), disminuyendo su probabilidad
de apertura, mientras que la amplitude de la corrientes a esta
concentracién de TEA no sufrié modificaciones (Spruce y col., 1987;
Hille, 1992). Los canales fueron selectivos a K', variando la
concentracién extracelular de K* el potencial de inversién fue
igual o estuvo cerca del potencial de equilibrio del K*, tal como
se ha reportado para el canal de K sensible a ATP (Parent vy
Coronado, 1989; McKillen y col., 1994; Spruce y col., 1987)
Efecto del ATP sobre los canales de K*

Los experimentos en el estado estacionario mostraron gque estos
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canales no modificaron su actividad por efecto del ATP. Sin
embargo, cuando realizamos los registrqs mediante la aplicacidn de
pulsos de voltaje, el ATP disminuyo la P, a valores cercanos a
cero. Por supuesto que este resultado contradecia por completo la
caracterizacién del canal de K' de la rectificacién tardia, hecho
que posteriormente comprobamos.

EL Na,ATP que utilizamos en los experimentos en el estado
estacionarioc fue adquirido de la compafiia Sigma Chemical Company,
el ndmero de catdlogo es A-6144, su adquisicidén fue hace
aproximadamente 12 afios. El Na,ATP que se usd® durante los registros
de corrientes mediante la aplicacién de pulsos de voltaje, se
obtuvo de la misma compafiia, sin embargo, el nimerc de catdlogo es
A-5394 el cual se adquirié hace aproximadamente 2 afios. El efecto
que ejerce el ATP-Na, A-5394 sobre los canales de K' muestra que
esta conductancia es la sensible a ATP. Estos canales sensibles a
ATP tiene las mismas caracteristicas cinéticas que los canales que
habiamos caracterizado como de la rectificacidén tardia. La pregunta
que surgié entonces fue: ¢A qué se deben estos efectos diferentes
del ATP sobre los mismos canales?. Primero, para aclarar que el
efecto del ATP no estaba influenciado por la aplicacidén de pulsos
de voltaje, realizamos nuevamente experimentos en el estado
estacionario, pero ahora con el Na,ATP A-5394, los registros
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mostraron que realmente la disminucién de la probabilidad de
apertura se debia al efecto que ejerce al ATP sobre estos canales,
es decir los pulsos de voltaje no modificaban el comportamiento de
1os canales. Sequndo, otra posibilidad es que el Na,ATP A-6144
estuvira inactivado, dado gque su adquisicidén fue hecha hace mucho
tiempo y que desafortunadamente las condiciones de los suministros
de energia eléctrica no son los adecuados. Pero, debido a que este
ATP lo agotamos en su totalidad, no tuvimos oportunidad de
investigar cual era su estado de funcionalidad. Tercero, dentro de
los residuos del Na,ATP A-6144 se encuentra el vanadio a una
concentracién de 26 partes por millén (ppm}, a diferencia del
Na,ATP A-5394 gue sdlo contiene 0.1 ppm de vanadio, el cual se ha
identificado como un potente inhibidor de la ATPasa Sodio/Potasio
en el misculo papilar de gato, en células de rifion de perro, en
eritrocitos humanos, etc. (Beaugé y Glynn, 1977; Colston y col.,
1994; Hackbarth y col., 1978; Hudgins y Bond, 1977; Cantley y col.,
1977) . El vanadio en su estado oxidado forma un complejo idnico de
ortovanadato de sodio (Na,V0O,), con una estructura muy similar al
fosfato. En la actualidada es bién conocido que el ortovanadato es
un inhibidor de muchas enzimas que catalizan la transferencia de
fosfatos (Tracey y Gresser, 1986; Dantzing y Goldman, 1985; Maughan
y col., 1995; Wilson y col., 1935; Shintani y Marunaka, 1996). Su
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efecto inhibidor se debe: a) el ortovanadato es muy similar en
dimensiones y en carga al fosfato inorgénico y, b)su esfera de
coordinacién se incrementa considerablemente rdpido (5 sitios de
oxidacién) y exhibe una gran plasticidad, de tal forma que puede
modificar con gran facilidada la distancia entre sus puentes (Smith
y Rayment, 1986). Estas caracteristicas permiten a este ion adoptar
una estructura de bipiramide triangular que se ha propuesto que
mimetiza la conformacién del grupo fosfato justo en el estado
transicional que permite la fosforilacién (Lindgquist y col., 1994;
Westheimer, 1987).

El ortovanadato modifica la actividad de canales de Cl° en
ovocitos de Xenopus leavis a través de activar la fosfolipasa C
acoplada a una proteina G, esta modulacidén parece ser mediada por
un receptor a nivel de membrana y no por activacidén directa de la
proteina G (Sakuta, 1994). Asi mismo, el ortovanadato al inhibir la
proteina tirosin fosfatasa, disminuye la actividad de los canales
de Cl1° activados por Ca** (Shintani y Marunaka, 1996) y los canales
de Ca* tipo L en células GH, (Cataldi y col., 1996}, los cuales son
defosforilados a nivel de la tirosina del canal por la proteina
tirosin fosfatasa.

Los canales de K' sensibles a ATP tiene un sitio de afinidad
para ATP y probablemente otro sitio de afinidada para GTP (Lederer
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y Nichols, 1989}, ademas en este trabajo presentamos evidencias de
que pueden ser modulados por una proteipa G. El1 ortovanadato podria
impedir que el ATP se uniera al canal iénico y de esta forma se
podria explicar porque el ATP contaminado con vanadio no causara el
efecto caracteristico sobre estos canales. Por otra parte, los
resultados aqui mostrados sugieren que el ortovanadato no
interfiere con el efecto que ejercen las proteinas G sobre este
canal.

Modulacién de los canales de K*' sensibles a ATP por proteinas G

Los canales de K* inhibidos por ATP (K(ATP))se han descrito en
una gran variedad de tipos celulares, incluyendo el mdsculo
esquelético (Spruce y col., 1987; McKillen y col., 1994), misculo
cardiaco (Trube y Hescheler, 1984; Noma, 1983), células beta
pancraticas (Findlay y col., 1985), células endoteliales (Sauvé y
col., 1988), etc.

Reportes actuales muestran gue la actividad de los canales
K{ATP) disminuye después que el parche de membrana que queda dentro
de la punta de la pipeta es desprendidio del resto de la membrana
celular (configuracién "inside-out"), un fenomeno llamado "run-
down" (Trube y Hescheler, 1984; Misler y col., 1986; McKillen y
col., 1994; Parent y Coronado, 1988). Se ha propuesto que la
deactivacién de los canales -run-down-, es un evento que involucra
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defosforilacién de los canales, y que la refosforilacién regresa al
canal a su estado activo {McKillen y col., 19%4; Parent y Coronado,
1988). A pesar de que el "run-down" de los canales del misculo

esquelético de rana es ligerd (Spruce y col., 1987), en todos los
experimentos, el efecto del ALF, y del GTPyS se estudid en los
primeros 3 a 4 minutos después de haber desprendido el parche de
membrana, a fin de evitar la deactivacién de los canales en funcidn
del tiempo.

Los resultados presentados en esta tesis muestran que 1os
canales de KX(ATP) en el misculo esquelético son modulados
directamente por una proteina G sin la participacidn de segundos
ménsajeros difusibles en el citoplasma, es decir, esta modulacidn

ocurre s6lo a nivel de la membrana celular. Esta conclusidén se basa
en el efecto que ejercen el F- y el GTPyS sobre las corrientes de

K*. Actualmente, es bién conocido que el F° a concentraciones
milimolares activa proteinas G heterotriméricas (Birmbaumer y col.,
1990) . Su accién depende de la formacidén de complejos de fluoruo de

aluminio (AlF-,) y ademds requiere de la presencia de magnesio

(Sternweiss y Gilman, 1982). Al parecer, el AlF, mimitiza al Y
fosfato del GTP, lo que provoca que la subunidad a se disocie de

las subunidades P-y, con la consecuente activacién de la proteina
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G (Bigay y col., 1987).
La participacién de las proteinas G en la accidn del fluoruro
sobre los canales de K' en nuestros experimentos estd fuertemente

apoyado por la gran similitud entre el efecto de este anidn y el

efecto del GTPyYS. Asi mismo, los efectos del fluoruro fueron

antagonizados por el GDPBS.

La modulacién de los canales idnicos por proteinas G, sin la
participacién de segundos mensajeros, fue demostrada inicialmente
en los canales de K* activados por receptores a acetilcolina (Ach),
especificamente los acoplados a receptores muscarinicos, en
miocitos cardiacos (Pfaffinger y col., 1985; Breitwieser y Szabo,
1985; Yatani y col., 1988} y recientemente, otros tipos de canales
de KXK' han mostrado ser blancos de las prpteinas G. Por ejemplo, los
canales de K' activados por calcio y canales de K' neuronales
acoplados a una gran variedad de neurotransmisores y peptidoes,
adem&s, los canales de Ca* tipo N y 1los tipo L también son
modulados por proteinas G (Hille, 1992; Brown,.K 1993). Nuestros
experimentos confirman los hallazgos de Noma (1983), Kakei y col.,
(1895), Spruce y col., (1987) y Lederer y Nichols (1989), que el
GTP puede causar inhibicién de la actividad del canal de K(ATP) en

ausencia de ATP, pero adicionalmente, también observamos que el
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efecto inhibitorio de GTP es antagonizado por el GDPBS. Estos

resultados muestran que la activacién de las proteinas G tienen
efectos drasticos sobre los canales de K' sensibles a ATP. Esta
modulacidén es claramente diférente a la accién de las proteinas G
en otros tipos de canales de K* reportada previamente, es decir, la
activacién de las proteinas G incrementa la probabilidad de
apertura de los canales de K', mientras que en nuestro caso hubo
una gran disminucién en su probabilidad de apertura. El aumento en
la actividad de los canales de K' por proteinas G en el corazdn,
estad asociado con la hiperpolarizacién de la wmembrana y un
decremento en la frecuencia cardiaca (Hille, 1992; Brown, 1993). En
el misculo esquelético el papel que juega este canal no esta
plenamente determinado. El hecho que la concentracidén de ATP del
misculo esquelético este bien amortiguada por la creatinin-
fosfatasa y la creatinin-cinasa hace dificil precisar cual es el
papel de estos canales en la funcién muscular. Probablemente, los
canales de K(ATP) participen en la alta permeabilididad al K
encontrada bajo condiciones de rigor producido por la estimulacidn
repetida en presencia del ion cianuro y de iodoacetato (Fink y
Littgau, 1976), cuando la concentracién de ATP se reduce a casi el

20% de su valor normal. También se ha sugerido que esta alta
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permeabilidad refleja la apertura de los canales de K' activados
por Ca', cuya sensibilidad al Ca* se igcrementa por la disminucidn
en los niveles de ATP (Fink y col., 1983). Sin embargo, la alta
permeabilidad al KXK' en fibras fatigadas no se reduce por la
subsecuente detubulacién, lo cual sugiere que la permeabilidad esta
localizada en la membrana superficial (Grabowski y col., 1972).
Actualmente, no se han encontrado los canales de K’ activados por
ca* en la membrana superficial del masculo de rana, por el
contrario, el canal de K' sensible a ATP estd presenta en una gran
densidad (Spruce y col., 1587). Por otra parte, los canales no solo
son regulados por ATP, sino también por otros constituyentes
citopléasmicos tales como el Mg**, ADP, GTP, GDP y protones
(Forestier y col., 1996; Lederer Yy Nichols, 19$89; Parent Yy
Coronado, 1989; Spruce y col., 1987; Schwanstecher y col., 1994;
Terzic y col., 1995), por lo que al converger estos mecanismos
reguladores sobre los canales de K sensibles a ATP servirian para
ajustar la excitabilidad de la membrana al metabolismo celular.
Asi, ellos parecen ser uno de 1los mecanismos principales en
fenémenos que involucren cambios en los estados energéticos, por
ejemplo, en la fatiga muscular (Castle y Haylett, 1987), isquemia
e hipoxia (Coetzee, 1992) o en la liberacidén de glucosa dependiente
de insulina (Rorsman y col., 1994). Una posibilidad adicional en la
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que participen los canales de K(ATP), seria en algunas alteraciones
del misculo esquelético de humano, _asociados con errores del
metabolismo de los carbohidratos, tales como las deficiencias de
fosfofructocinasa y miofosfotrilasa, las cuales presentan grandes
cambios en los electromiogramas después de ejercicios moderados,
tal como es de esperarse si la excitabilidad estuviera disminuida
(Wiles y col., 1981).

Si los canales de K*, por momentos, tuvieran una disminucidn
en su sensibilidad al ATP, o si las concentraciones de ATP
disminuyeran momentaneamente por abajo de los niveles fisioldégicos,
entonces ellos se podrian incrementar su probabilidad de apertura
en fibras musculares individuales. Este efecto incrementaria la
conductancia a K'. lo que redituaria en mantener el potencial de
membrana cerca del potencial de equilibrio del K' y de esta forma
reducirig los cambios en la excitabilidad de la fibra.

A pesar de que es claro el papel de las proteinas G en la
modulacidn del canal, no tenemos evidencia directa de cual es la
proteina G que esta participando en esta requlacién. La membrana
plasmitica del misculo esquelético tiene varios tipos de proteinas
G. Se han identificado tres tipos de proteinas heterotriméricas, la
G;, G, y G, (Mickelson y Louis, 1985; Scherer y col., 1987; Toutant
y col., 1988; Doucet y Tuana, 1991). Ademds, existen datos que
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apoyan la existencia de una proteina G monomérica en el misculo
esquelético (Doucet y Tuana, 1991), s%n empargo, es poco probable
que esta proteina participe en estd modulacidn, ya que el complejo
de fluoruro de aluminio no activa este tipo de proteinas (Kahn,
1991) . Tenativamente concluiremos que cualquiera de las proteinas
heterotriméricas podrian estar modulando al canal de K' sensible a
ATP en el misculo esquelético.

Por otra parte, el canal de K(ATP) pude sufrir un modulacidn
directa por GTP, tal como lo ha determinado Spruce y col. (1987)
para el misculo esquelético de rana, y Lederer y Nichols (1989)
para el miocito cardiaco. En ambos misculos, esquelético y
cardiaco, el GTP disminuye la actividad de los canales de manera
similar a como lo hace el ATP. Se ha propuesto que el canal de
K{ATP) tiene un sitio de afinidada para nucledétidos diferentes del
ATP, ademas del sitio de afinidad para ATP (Lederer y Nichols,
1989), por lo que una doble modulacidén -a través de una proteina G
y del GTP mismo sobre el canal- no se puede descartar. Aun, los
efectos del GTP y del ATP sobre el canal en el misculo esquelético
de rana son aditivos (Spruce y col., 1987).

Es dificil suponer cual es el papel funcional de la modulacidn
por proteinas G. Si los canales evitan la excitabilidad de las
fibras musculares cuando los niveles de ATP disminuyen por abajo de

168



la concentracidén promedio citoplésmica, regresando la membrana a su
potencial de reposos, la pregunta es gcpal es el papel funcional de
la modulacién por proteinas G, si ellas disminuyen la probabilidad
de apertura de los canalés a corto plazo (< de 4 min)?.
Adicionalmente, los canales de K(ATP) sufren el fendémeno de "run-
down", y existen evidencias de que las proteinas G previene que los
canales entren a este estado cinético (Parent y Coronado, 1989),
esto es, el efecto que ejercen las proteinas G es la de mantener o
incrementar la probabilidad de apertura de los canales antes de que
ellos presenten el “"run-down", el cual sucede a tiempos
relativamente prolongados {(aproximadamente 9 min). Una posibilidad
es que los canales experimenten una doble modulacidn, tanto de una
proteina G, comc de una G, , tal como lo demostrado Yatani y col.,
(1990) para los canales de K' acoplados al receptor muscarinico en
células del nodo sinoatrial. Si consideramos la posibilidad de que
los canales de K* regulados por ATP se abren durante las
contracciones musculares prolongadas y que ademds estos canales son
suceptibles de ser modulados por una proteina G, es dificil probar

estia hipétesis con el método del "patch-clamp”.

CANALES DE K* DE LA RECTIFICACION TARDIA
Nuestros resultados muestran la existencia de por lo menos
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tres diferentes tipos de canales de K' en el miculo esquelético de
la rana. Estos canales difieren en sus conductancias unitarias asi
como €n sus propiedades cinéticas. El valor de la conductancia
unitaria, a concentraciones fisiolégicas de K*, de aproximadamente
21 pS a +40 mV para el canal que no presenta la inactivacién tipo
N, es similar al reportado por Llano, Webb y Bezanilla (1988) para
uno de los canales de K' del axén de calamar. Los canales de K’ de
la rectificacién tardia del calamar, incorporados en membranas
artificiales, tienen una conductancia de 18 pS (Coronado Yy
Bezanilla, 1984). Otras estimaciones de la conductancia unitaria
del rectificador tardio en células excitables son similares a la
reportada en esta tesis para este canal gque no presenta la
inactivacién rdpida. Por ejemplo, un valor de 21 pS se obtuvo del
rectificador tardio del misculo esquelético de ratdén (Hocherman y
Bezanilla, 1996).

Con base en estos resultados, es probable que este canal de 21
pS sea uno de los principales contribuidores a la conductancia del
rectificador tardio estudiado en el misculo esquelético de rana.
Esto estd apoyado en el curso temporal de activacion del ensamblaje
de las corrientes promediadas obtenidas a partir de los registros
individuales a diferentes potenciales de membrana. Las
reconstrucciones de las corrientes macroscépicas tienen una
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activacién semjante al rectificador tardio en el misculo
esquelético de rana y de mamifero (AdFian y col., 1970a y 1970b;
Beam y Donaldson, 1983; Standen vy col., 1985), y del axdn de
calamar (Bezanilla y col., 1986; Conti y Neher, 1980; Llano y col.,
1988) . Similar a las corrrientes poblacionales en el ax6n gigante
de calamar y en el axén de calamar (Hogkin y Huxley, 1952; Chabala,
1984}, los eventos a nivel unitario no presentan la inactivacién
rdpida durante 1los pulsos de 100 ms de duracién. La gran
concordancia que existe entre la probabilidad de tener exactamente
cero, uno o dos canales abiertos a un tiempo dado, con el teorema
binomial, supone que los canales son idénticos e independientes
(Barret y col., 1982; Patlak y Horn, 1982; Llano y col., 1988;
