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Resumen

En esta tesis se estudian los efectos de la polarizacion eléctrica en el mecanismo de apertura del
canal iénico activado por voltaje Shaker IR. Para ello se realizaron registros de corrientes iénicas
macroscopicas del canal, utilizando la técnica de fijaciéon de voltaje en microareas de membrana
(patch-clamp). Los registros se obtuvieron a potenciales de membrana entre OmV y 260mV. A
partir de los registros se determiné la constante de velocidad de apertura de la Ultima transicién
del canal. Los modelos convencionales sugieren que la constante de apertura del canal depende
exponencialmente del potencial de membrana, pero se observan desviaciones de este comporta-
miento a potenciales mayores a =~ 140mV. Para explicar este comportamiento, se estudiaron los
efectos de polarizacion eléctrica en la proteina, resolviendo la ecuacion electrostratica correspon-
diente a este problema (en 1 dimensién); considerando una constante dieléctica que depende tanto
de la magnitud del campo eléctrico como de la coordenada espacial en el canal. La constante de
velocidad de apertura de la tdltima transicién del canal obtenida con un modelo teérico basado
en la teoria de difusiéon de Kramers, considerando los efectos de polarizacién de la proteina, con-
cuerda con la disminucién de la dependencia en el voltaje de la constante de apertura observada
experimentalmente. Esto sugiere que el mecanismo responsable del comportamiento independiente
del potencial de membrana de la constante de apertura del canal, es la polarizacién eléctrica. El
canal Shaker IR ya se ha estudiado con anterioridad, pero se conoce poco acerca de su estructura,
y mucha de la informacién que se tiene proviene de estructuras cristalinas del canal en su estado
abierto. El estudio de la polarizacion en el canal es importante ya que estudiando el perfil de
potencial a lo largo de la proteina se puede obtener informacién acerca de su estructura y funcién
in vivo.



Capitulo 1

Introduccion

Los candles iénicos sensibles al voltaje son proteinas que se encuentran en las membranas ce-
lulares, estos tienen un papel central en diversos procesos celulares tales como la propagacion del
potencial de accién, la regulacién del volumen celular, diferenciacién y proliferacion, etc. Estas
proteinas forman vias de conduccién altamente selectivas para el transporte de iones a través de
la membrana celular; combinan su alta selectividad junto con una rapidez de transporte de iones
de 107 a 102 iones por segundo. La propiedad més importante de estas moléculas es su habilidad
para detectar cambios pequenos en el potencial de la membrana, abriendo con ello un poro para
dejar pasar iones. Al proceso de apertura del poro en un canal se le conoce como activacién, este
proceso es altamente sensible e involucra cambios conformacionales en la proteina.

Estudios estructurales en los canales han revelado poco acerca de su activacién; por lo que la
mayor parte de nuestro conocimiento del mecanismo que acopla los cambios en el potencial de la
membrana con la apertura del poro, proviene de estudios acerca de la funcion de los canales.

Los canales i6nicos se prestan para hacer un detallado andlisis cinético ya que durante su ac-
tividad producen senales eléctricas perfectamente medibles (corrientes de membrana). Los canales
activados por voltaje son particularmente faciles de estudiar debido a que se le pude imponer un
cambio de potencial a una membrana celular usando un circuito electrénico de retroalimentacién
conocido como voltage clamp y se pueden medir las corrientes resultantes de su apertura. Usando
esta técnica electrénica se pueden obtener distintos tipos de senales, una de las mas usuales son
las corrientes idnicas macroscopicas. Al registrar estas corrientes de una membrana que contiene
varios canales, se puede obtener un panorama del curso temporal de la actividad del canal, con
una resolucién temporal de unos cuantos microsegundos. Al registrar estas corrientes se ha ob-
servado que hay un aumento gradual en la conductancia de los canales que ocurre en respuesta a
un cambio positivo en el potencial de membrana (depolarizacién). Potenciales de membrana més
positivos no solo aumentan la conductancia del estado estacionario, sino que también aumentan
la rapidez a la que se alcanza su valor final.

Existen varios modelos cinéticos para la activacion del los canales idnicos sensibles al voltaje.
El mayor problema de estos modelos no es encontrar un modelo que funcione, sino uno que este
delimitado en varias formas por los datos experimentales, para que refleje correctamente el me-
canismo de activacion de los canales. El enfoque convencional que se ha dado al modelaje de la
activacién de los canales i6nicos esta basado en el uso de diagramas de estado, donde cada esta-
do representa una conformacién distinta de la proteina (Modelos de Markov). Este es un modelo
muy robusto, con suficiente flexibilidad y parametros ajustables como para describir casi cualquier
cinética. Para los canales sensibles al voltaje, este modelo se reduce a uno con una serie de estados
cerrados que van a un estado abierto con transiciones dependientes del voltaje entre cada estado,
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Las constantes de apertura del canal «; y §; son tomadas como funciones exponenciales del po-
tencial de membrana, V,,,, escalado por las cargas parciales g.; ¥ ggi, que representan la carga que
se mueve en cada transicion.

Un problema con este modelo es que muchas veces se requiere un gran nimero de estados ce-
rrados para explicar el proceso de activacién del canal. Esto presenta un problema conceptual
importante ya que un nimero tan grande de conformaciones discretas es poco probable desde un
punto de vista fisico. Ademas este tipo de modelos no explica con claridad el origen fisico de los
cambios conformacionales en el canal.

La mayoria de estos modelos tedricos, con dependencias exponenciales en el voltaje, se ha com-
parado con datos experimentales obtenidos a potenciales de membrana de hasta 140mV, dando
buenos resultados, pero atiin no se sabe hasta que valores del potencial de membrana estos mo-
delos pueden tener validéz. El objetivo de esta tesis es probar que a potenciales mas positivos,
de hasta 260mV, estos modelos ya no predicen correctamente el comportamiento de las cons-
tantes de apertura de los canales y proponer un modelo alternativo que reproduzca los registros
experimentales pero que al mismo tiempo este apegado a la realidad desde un punto de vista fisico.

Para hacer esto se estudié el canal i6nico activado por voltaje conocido como ShakerlR, ex-
presandolo en ovocitos de la rana Xenopus laevis. Utilizando la técnica de patch-clamp, se ob-
tuvieron registros de corrientes iénicas macroscopicas del canal, en un rango de potenciales de
membrana entre 0 y 260mV . A partir de los registros de corriente iénica macroscopica se obtuvo
el valor de la constante de velocidad de apertura de la ultima transicion del canal, observandose
que a potenciales de membrana mayores a =~ 140mV, esta ya no depende exponencialmente del
potencial de membrana.

Para explicar la disminucion de la voltaje-dependencia de la constante de velocidad de apertura
de la ultima transicién del canal, se estudiaron los efectos de polarizacién en la proteina. Para ello
se resolvié la ecuacién electrostatica correspondiente al problema, en una dimensién, considerando
una constante dieléctrica que depende tanto de la posicién en el canal, como de la intensidad
del campo eléctrico aplicado a la proteina. Adicionalmente, se utilizé6 un modelo de basado en la
teoria de difusién de Kramers, para modelar la activacién del canal. La constante de velocidad de
apertura de la tltima transicién del canal, obtenida con este modelo, concuerda con las mediciones
experimentales en un rango de potenciales de membrana entre 50 y 260mV. Lo anterior sugiere
que los efectos de polarizaciéon de la proteina son significativos y que contrariamente a lo que se
creia, tienen una influencia en la cinética de apertura del canal.



Capitulo 2

La membrana celular

Las membranas celulares son estructuras de una importancia critica para la vida ya que cum-
plen con una serie de funciones indispensables para el funcionamiento de las células. Mantienen
una diferencia entre la composicion quimica de la célula y sus alrededores, aislando el contenido
celular y definiendo sus fronteras, al mismo tiempo que permiten el paso de nutrientes hacia el in-
terior de la célula y el transporte de productos de desecho al exterior. También tienen propiedades
de elasticas que permiten el crecimiento y cambio de forma de las células.

El componente primario de las membranas celulares es una bicapa fosfolipidica que constituye
aproximadamente el 50 % de su masa. Las moléculas lipidicas que componen la bicapa son an-
fipdticas, i.e. tienen un extremo hidrofilico (polar), y un extremo hidrofébico (no polar), esto
provee a la membrana de una estructura basica fluidica que a su vez funciona como una barrera
impermeable al paso de la mayoria de las moléculas solubles en agua. El resto de la membrana
esta compuesto en su mayoria por proteinas integrales. Las moléculas de proteina median casi
todas las demds funciones de la membrana, transportando moléculas especificas a través de ella,
catalizando reacciones asociadas a la membrana, etc. [1]

Bicapa
lipidica
(5nm}

(C)
(B)

Figura 2.1: Estructura de la membrana celular. Debido a la naturaleza anfipatica de los
lipidos membranales, su conformacién energética méas favorable en un ambiente acuoso es una
bicapa. En esta bicapa se encuentran incrustadas las proteinas de membrana responsables de
distintas funciones en la membrana celular. (Figura adaptada de [1] p.584)
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2.1. Potencial eléctrico de la membrana celular

Tanto el interior de la célula como su medio externo estdn compuestos por soluciones de dis-
tintas especies de iones a concentraciones diferentes. Debido a que existe una diferencia de carga
eléctrica entre el interior y el exterior de la célula, se origina un potencial electroquimico a lo
largo de la membrana celular. A este potencial se le conoce como potencial de membrana y por
convencién se mide con respecto al medio extracelular.[2]

Si se considera que tanto la regién extracelular como la intracelular estin compuestas por una
solucién neutra de iones de K+ y Cl~ a concentraciones c; y ¢y respectivamente, al ser la mem-
brana celular impermeable, no habra flujo de iones entre ambas partes del sistema. En cambio
si alguna de las proteinas de membrana se abre ocasionando que la membrana celular se vuelva
permeable selectivamente, por ejemplo a iones de KT, estos comenzaran a fluir de la regién de
alta concentracién a la regién de baja concentracién (Ver figura 2.2).

®
ote @elcle®e | c1®@° ¢t 0% ®
°0 o® ® °0 © ® .
o, ® e ®e°® @ (e ®
@ ... .o @ ... ®
® o0 & ® & ®
Vo Vo Vi Ve

(a) (b)

Figura 2.2: Idealizacion del sistema compuesto para la membrana celular, el medio
intracelular y el extracelular.(a) La membrana celular se mantiene impermeable, no hay flujo
de iones de una regién del sistema a la otra. (b) Al volverse la membrana permeble al paso de iones
de potasio, comenzara ha haber un flujo de iones en la direccién del gradiente de concentracion.

Los iones se mueven como respuesta al gradiente de concentraciéon que existe entre ambas regiones
del sistema, esta respuesta tiende a maximizar la entropia del sistema. Mientras estos iones fluyen
bajo su gradiente de concentracién, se crea un desbalance de carga en ambas regiones del sistema,
por lo que la energia eléctrica del sistema aumentara. El sistema alcanzara el equilibrio cuando
se balanceen estos dos efectos. Este balance ocurrird a un valor de potencial determinado, que
depende de la razén de las concentraciones finales de iones de K*.[3]

La probabilidad de encontrar un ién determinado en la regién intracelular 6 extracelular, al llegar
el sistema al equilibrio, se puede calcular utilizando la distribuciéon de Boltzmann si se conocen los
potenciales finales de ambos lados de la membrana Vi y V5 y sus concentraciones iénicas finales
c1 , co. En los procesos celulares, el cambio en las concentraciones que acompana a la transferecia
de iones a través de la membrana es muchos 6rdenes de magnitud menor que las concentraciones,
por lo que se puede considerar que las concentraciones iénicas en el equilibrio son las mismas que
al inicio en ambos lados de la membrana. De acuerdo a la distribucién de Boltzmann y conside-
rando que la energia de un i6n de carga unitaria e y valencia z es zeV, la probabilidad de que en
equilibrio un i6n se encuentre en la regién 1 6 2 es:

1 _
P12 = e Vi2/ksT

(2.1)
Donde 1,2 denotan la regién donde se quiere calcular la probabilidad, T es la temperatura, kp la
constante de Boltzmann y Z la funcién de particion del sistema. La razén de ambas probabilidades
es igual a las concentraciones de iones en ambas regiones, se puede utilizar esta proporcionalidad
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para escribir la razén de concentraciones como:

—CVl/k‘BT
a_mn_°¢ 7 (2.2)
C2 p2 e—eVz/k}BT
Y tomando el logaritmo de ambas partes de la ecuacién anterior, se obtiene:
kT . ¢
Vo—Vi=2"m2 (2.3)
(& Co

A la ecuacién (2.3) se le conoce como ecuacién de Nernst, de acuerdo a esta ecuacién la escala
de energfa térmica corresponde a una diferencia de potencial de kgT/e, si se sustituye el valor
de estas cantidades se obtiene que la diferencia de potencial es del orden de 25mV. El hecho de
que la diferencia de potencial ente ambos lados de la membrana sea de 10 — 100mV, indica que
los efectos térmicos juegan un papel importante ya que la escala de energia térmica y la escala de
energia eléctrica son comparables.|[2]

Utilizando energia, la célula transporta iones de potasio del exterior al interior de la célula, ge-
nerando un potencial electroquimico a través de la membrana. La carga positiva excedente del
interior de la célula debida a los iones de potasio transportados es balanceada principalmente por
la carga negativa en macromoléculas de vital importancia como los acidos nucleicos y las pro-
teinas. Debido a que la permeabilidad de la membrana por el potasio es mucho mayor que para los
demads iones, el potasio se equilibra de acuerdo al potencial de Nernst, generando una diferencia
de potencial a través de la membrana. La diferencia de potencial en las membranas celulares varia
entre -10 y —95mV, dependiendo del tipo de célula y de las condiciones ambientales.

2.2. Capacitancia de la membrana celular

Al separar el contenido de la célula de sus alrededores, la membrana celular actiia como un
aislante entre dos soluciones conductoras. Al ser una brecha dieléctrica delgada entre dos conduc-
tores, forma un capacitor eléctrico que puede almacenar una carga eléctrica significativa.

r nterior membran ular pu r consider men mo un itor
Por lo anterior, la membrana celula ede ser considerada localmente como capacitor de
placas paralelas [4]. Un capacitor con esta geometria tiene una capacitancia dada por:

ecpA
d

donde ¢ es la polarizabilidad eléctrica del vacio 8,85 x 10712CV ~Im ™1, € es la constante dieléctri-
ca del medio que separa las placas, A y d son el drea y el grosor de las placas respectivamente
[2]. Se ha observado que la capacitancia especifical de la membrana celular es aproximadamente
1uF/em?; al sustituir esto en la ecuacién (2.4) y suponiendo que la constante dieléctrica de la
membrana es € = 2,1, se obtiene que el grosor de la membrana es d = 23A, por lo que la alta
capacitancia de la membrana celular es consecuencia de sus dimensiones moleculares.|[2]

C:

(2.4)

La capacitancia, C, es una medida de la cantidad de carga, @), que se necesita transferir de
un conductor a otro para obtener una diferencia de potencial entre ellos de V:

0= (2.5)

En un capacitor ideal, el paso de corriente transfiere carga de un conductor a otro de una manera
reversible y sin disipacion de energia. La tasa de cambio del potencial bajo la accién de una
corriente I se obtiene al derivar la ecuacién (2.5):
av I
&< (2.6)
dt C

1Capacitancia especifica: Capacitancia por lem?
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En general, la capacitancia retarda la respuesta en voltaje a cualquier corriente por un tiempo
caracteristico 7 que depende del producto RC de la capacitancia y cualquier resistencia efectiva
en paralelo. Utilizando la ley de Ohm I = ¥ la ecuacién (2.6) se puede escribir como:

av._Ic 'V

— = =—— 2.7
dt C RC 2.7)

La solucién a la ecuacién anterior, tiene un curso temporal que decae exponencialmente:
V =Vye HC = Vye 7 (2.8)

donde V; es le voltaje inicial, ¢ es el tiempo en segundos.[2]

Para una membrana biolégica, al producto Rj;Chs, de la resistencia de la membrana por su
capacitancia, se le conoce como constante temporal de la membrana, 7,;. Puede ser determinado
utilizando ecuaciones como (2.8), a partir de mediciones de la evolucién temporal de los cambios
en el potencial de membrana que ocurren al aplicar pequenos pasos de corriente a través de la
membrana. En distintas membranas en reposo, 7); varia desde 10us hasta 1s, que corresponden
a valores en reposo de Rj; desde 10 hasta 10°Qem?. Este rango amplio de resistencias especificas
muestra que el nimero de canales iénicos abiertos en reposo, varia de una manera importante de
célula a célula.

2.3. Modelo electrénico de un parche de membrana celular

La bicapa lipidica y las proteinas que se encuentran dentro de ella pueden ser vistas como un
circuito eléctrico. En esta idealizacion, la membrana celular es un conjunto de resistores, baterias
y capacitores como se muestra en la figura 2.3.[5]

VK,Nemm

Vo merma
_|_

o—{F—Aan—Hi
| |
|1
(9]

mem

Figura 2.3: Representacion de la membrana como un circuito. C es la capacitancia de la
membrana, los elementos de voltaje son potenciales de Nernst correspondientes a distintos i6nes
y la serie de resistores en paralelo corresponde a distintas proteinas de canal caracterizados por
distintas conductancias. El potencial de Nernst toma el papel de una bateria en serie con un
resistor de conductancia g.

La idealizacion de la membrana como un resistor y una bateria en serie se puede entender utilizando
la relacién general entre la corriente y un gradiente de potencial quimico. Una diferencia en el
potencial quimico, implica que el sistema atin no se encuentra en equilibrio, por lo que debido a
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este gradiente, las particulas comienzan a moverse. La diferencia en el potencial electroquimico
entre ambos lados de la membrana, para un tipo de i6n especifico esta dada por:
y

L zeVm) — (Mo + kgTIn Cout + zeVout> (2.9)
Co €o

Ap = (No + kpT'In

esta diferencia da origen a un flujo neto de estos iones a través de la membrana. La corriente iénica
1, serd proporcional al gradiente de potencial electroquimico, Ap:

kT in
I= g < b In c + ‘/in - Vout) (210)

ze Cout

El coeficiente de proporcionalidad es la conductancia, g. Ya que la corriente fluye de un potencial
quimico alto, a uno bajo, una corriente positiva indica que iones positivos estan fluyendo hacia el
exterior de la célula. [3]

Usando la definicién del potencial de Nernst, Vernst = kT /zeIn(cout/cin), v la relacion, Vi,em =
Vin — Vout, para el potencial de membrana, se puede reescribir la ecuacién 2.10 como:

I= g (Vmem - VNernst) (2.11)

La ecuacién anterior es la ley de Ohm, i.e, se obtiene una relacién lineal entre la corriente y el
voltaje.[2]

2.4. Transporte a través de la membrana celular

Debido a sus caracteristicas estructurales las membranas celulares permiten la difusion de agua
y moléculas no polares; pero para que una célula pueda realizar correctamente todas sus funciones
necesita de moléculas polares como los iones, azicares, aminoacidos y muchos otros metabolitos
celulares. Las proteinas de membrana son las responsables del transporte de estos solutos a través
de la membrana celular, existen en una gran variedad de formas y tipos ya que cada proteina se
encarga del transporte de distintas clases de moléculas [1]. En general estas protefnas se pueden
clasificar en dos grupos:

= Proteinas de transporte: Las proteinas de transporte unen un soluto para que este sea trans-
portado a través de la membrana. Para realizar su funcién, estas proteinas tienen que realizar
una serie de cambios conformacionales que exponen el sitio de unién del soluto de manera
secuencial a ambas paredes de la membrana. Estas proteinas pueden transportar un soluto
obedeciendo un gradiente de concentracién (transporte pasivo) 6 en contra de una gradiente
electroquimico (transporte activo), usando energia obtenida por medio de la hidrélisis del
ATP u obteniendo energia de un gradiente de concentracién de otro soluto.

s Proteinas de canal: Las proteinas de canal, no se enlazan al soluto, en su lugar forman
poros hidrofilicos que se extienden a lo largo de la membrana; cuando estos poros se abren,
permiten el paso de solutos especificos. Estos canales tienen un mecanismo de compuerta,
que les permite abrirse y cerrarse de manera regulada. Los canales se abren en respuesta
a una perturbacion especifica en la membrana, esta perturbacion puede ser en la forma de
un cambio en el potencial de membrana (canales activados por voltaje), la unién de un
neurotransmisor (canales activados por ligantes), etc. El transporte de moléculas a través de
una proteina de canal, es mucho mas rapido que a través de una proteina transportadora.
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Canales ionicos sensibles al voltaje

Los canales iénicos sensibles al voltaje son una clase especifica de proteinas de canal cuyo meca-
nismo de activacion son los cambios en el potencial de membrana. Estas proteinas tienen regiones
con aminodacidos cargados que detectan cambios en el potencial de membrana al interactuar con el
campo eléctrico transmembranal. Una vez detectado un cambio en el potencial de membrana, inicia
una serie de cambios conformacionales en la proteina que da lugar a la apertura del poro del canal.

Los canales i6nicos forman vias de conduccién que pueden ser altamente selectivas para el trans-
porte de iones a través de la membrana celular, ademas de combinar su alta selectividad con una
velocidad de transporte de iones, de 107 a 108 iones por segundo. Estan ampliamente distribuidos
en diferentes sistemas celulares, juagando un papel central en diversos procesos celulares tales
como la propagacién del potencial de accién, la regulacion del volumen celular, diferenciacién y
proliferacién, etc.

Muchos canales conducen sélo un tipo de ién con alta selectividad. El potencial electroquimi-
co para cada i6n en la membrana plasmaética de la célula definira la polaridad de la corriente que
se genere al activarse canales idnicos especificos para un ién dado. Por ejemplo, la apertura de
canales de sodio y calcio en una neurona tienen como consecuencia la generacién de corrientes
entrantes de ambos iones, lo que despolariza la célula. Por otro lado, la apertura de canales de
potasio permite la salida de iones K hacia el espacio extracelular, lo que repolariza la membrana
y contribuye al control de la excitabilidad celular.

Estudios estructurales en los canales han revelado poco acerca de su mecanismo de activacién;
por lo que la mayor parte de nuestro conocimiento del mecanismo que acopla los cambios en el
potencial de la membrana con la apertura del poro proviene de estudios acerca relacionados con
la funcién de los canales.

3.1. Canales de potasio K+

Los canales de Kt son miembros de la familia de canales activados por voltaje. Existe un gran
nimero de canales de potasio, debido a que son codificados por al menos 22 genes diferentes en
los mamiferos. A pesar de su variedad, todos mantienen grandes similitudes en su estructura y
funcionamiento [6]. Uno de los canales que se han utilizado como modelo para el estudio de los
canales sensibles al voltaje es el canal Shaker, originalmente clonado de Drosophila melanogaster.
Se tiene una descripcién amplia de las propiedades biofisicas de este canal, por esta razén se uti-
liz6 en esta tesis como modelo de estudio.



CAPITULO 3. CANALES IONICOS SENSIBLES AL VOLTAJE

Los canales de potasio son estructuras homotetraméricas', cada subunidad contribuye a la forma-
cién de un poro y contiene su propio sensor de voltaje. La subunidad estandard de un canal de
potasio contiene 6 segmentos transmembranales (S1-S6) (figura 3.1). Los segmentos S5-S6 cons-
tituyen la regién del poro de un canal, mientras que el conjunto de los segmentos S1-S4 forma
la regién del sensor de voltaje. Estudios estructurales y funcionales indican que el segmento S4
se encuentra siempre junto con los otros 3 segmentos transmembranales (S1-S3). El segmento S4
contiene varios residuos de Arg y Lys.[6]
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axtracalular

wd
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=

Figura 3.1: Segmentos de la subunidad estandar de un canal de potasio. El sensor de
voltaje del canal se encuentra en la regién que comprende los segmentos del S1 al S4, siendo
el segmento de mayor importancia el S4 por su gran numero de cargas positivas. El filtro de
selectividad del canal (regién del poro) esta formado por un bucle entre las regiones S5 y S6.
(Figura adaptada de [6])

Para que la regiéon del sensor de voltaje S1-S4 detecte un cambio en el potencial de membra-
na, debe sufrir un cambio conformacional. Este cambio conformacional involucra el movimiento,
relativo al campo eléctrico de la membrana celular, de 3 a 3.5 cargas elementales en los sensores
de voltaje de cada subunidad. Este movimiento de cargas relativo al campo puede ser detectado
electricamente como una corriente capacitiva no lineal, que se conoce como corriente de com-
puerta. Los residuos de Arg en el segmento S4 son los responsables de la mayor parte de esta
corriente, ya que se ha mostrado que el S4 se mueve hacia afuera en en los canales activados por
la despolarizacién de la membrana.[7]

3.1.1. Mecanismo de selectividad de un canal de potasio

El canal de potasio bacteriano KcsA es el prototipo para estudiar la regién de un canal res-
ponsable de la formacién del poro (segmentos S5-S6). Este canal tiene sélamente dos hélices
transmembranales, una hélice exterior homologa al segmento S5 y una hélice interior homéloga al
segmento S6 (Ver figura 3.2).[6]

La regién del poro del canal (S5-S6) tiene caracteristicas especificas que aseguran el transpor-
te de iones a través del canal de una manera rapida y altamente selectiva. Para poder transportar
eficientemente iones de potasio, es necesario que estos se mantengan estables dentro del poro del
canal. Debido a que los iones de potasio tienen una fuerte interacién con el agua, estos requieren
de asistencia para cruzar la membrana celular. En los alrededores de un ién de K, las moléculas
de agua se reorientan con su lado negativo apuntando hacia el ién.

1Un homotetramero es un complejo de proteina formado por 4 subunidades idénticas asociadas sin estar unidas
por un enlace covalente.
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Figura 3.2: Representacién esquematica del canal de potasio KcsA en su estado cerrado.
El interior de la proteina se muestra de color verde y su estructura secundaria se muestra en forma
de listones® para 3 de las 4 subunidades que conforman el canal. La superficie expuesta al agua se
muestra en color gris. El filtro de selectividad del canal se encuentra en la parte superior. Las 4
esferas que se observan marcan los 4 sitios de unién del ién de K T;estos tipicamente se encuentran
ocupados por iones de KT y moléculas de agua alternadamente. Las 4 helices interiores se cruzan
en la parte inferior para constrinir el canal en el estado cerrado e impedir el flujo de iones. Entre
el filtro de selectividad y cruce de estas 4 hélices hay una cavidad llena de agua. (Figura adaptada

de [6])

Una opcién para estabilizar a un i6n de K+ dentro del poro de un canal seria utilizar una car-
ga negativa para atraerlo. El problema de este mecanismo es que el ién de K+ podria sentirse
demasiado atraido por la carga negativa, impidiendo que saliera fuera del poro. En lugar de es-
te mecanismo, los canales de potasio tienen cuatro caracteristicas estructurales que les permiten
mantener a los iones de KT tan estables como en el agua, para garantizar su transito eficiente a
través del canal.

Primero, los canales utilizan agua para mantener estables a los iones de K*. En lugar de mantener
un poro angosto de dimensiones atomicas a lo largo de todo el canal, una parte del canal es ancha
y contiene una cantidad considerable de agua (ver figura 3.3).

Segundo, los canales de potasio estabilizan los iones y logran su alta selectividad utilizando la
influencia electrostéatica de los dipolos en las hélices que se encuentran entre los segmentos S5 y
S6 que constituyen el dominio del poro del canal. Cada a-hélice tiene un momento dipolar. Los
extremos negativos de los dipolos de las hélices apuntan hacia en centro del vestibulo intracelular
de un canal de KT, se ha propuesto que estos dipolos producen una estabilizacién preferencial de
cationes cerca de la entrada angosta del filtro de selectividad.

Una tercera caracteristica de los canales de KT que le permite su alta selectividad y répida
permeacién de iones es una serie de cajas de oxigeno polar. Mientras un ién de potasio se difunde
a través del agua, este estd rodeado por una caja de de oxigenos polares de las moléculas de agua.
El agua es extremadamente flexible y puede acomodarse formando una caja de distinto tamano
y configuracién dependiendo del tamano de los iones que rodea. El filtro de selectividad de un
canal de potasio imita la estructura que el agua forma alrededor de un ién de K*. Cada ién de
K™ dentro del filtro de selectividad del canal esta rodeado de dos grupos de 4 dtomos de oxigeno
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provenientes de los carbonilos de la cadena principal de la proteina. La alta selectividad para iones
de potasio con respecto a, por ejemplo, iones de sodio proviene de un balance de fuerzas entre la
repulsién electrostética entre los oxigenos parcialmente negativos y la atraccién entre los oxigenos
y el i6n. Dado que el sodio es mas pequeno que el potasio, la distancia entre los carbonilos cuando
hay sodio en el filtro de selectividad es menor, por lo que la repulsién electrostatica entre oxigenos
es grande, ocasionando que la unién del sodio al filtro no sea muy estable.[6]

(3) Cajas de oxigenos
(4) Ocupancia multiple

Dipolos de
Gl las hélices

(1) Cavidad acuosa

Figura 3.3: Caracteristicas estructurales importantes para la permacién de iones en
un canal de K. Seccién transversal de un canal de Kt en su estado abierto, basada en la
estructura cristalina del canal MthK (izquierda).En el diagrama se puede apreciar el vestibulo
intracelular y los dipolos correspondientes a las hélices que se encuentran entre los segmentos
S5 y S6, denominadas hélices del poro. El diagrama de la derecha es una vista basada en la
estructura cristalina del canal KcsA, muestra que el acceso a la cavidad de agua es muy angosto
y posiblemente se encuentre cerrado. Se puede apreciar un ién de K atrapado (esfera morada)
por 5 moléculas de agua (esferas verdes). (Figura adaptada de [6])

Finalmente, una caracteristica bien conocida de los canales de Kt es que los iones deben pasar
a través de un solo canal que contiene simultaneamente a varios iones. La repulsion electrostatica
entre los iones de KT desestabiliza a estos iones en el poro, permitiendo que otras interacciones
favorables se encarguen de la selectividad de los iones sin producir enlaces muy fuertes que impe-
dirian la permeacién rapida.

Las caracteristicas estructurales y funcionales de los canales de potasio estdn perfectamente adap-
tadas para que cumplan su funcién. Resuelven el problema electrostatico estabilizando los iones,
usando agua y dipolos de las hélices y del filtro para contrarrestar el ambiente dieléctrico desfa-
vorable de la membrana.

3.1.2. Estructura del sensor de voltaje

Para comprender el mecanismo de activacién de un canal, se necesita conocer en detalle la
estructura y funcionamiento del sensor de voltaje. En la actualidad existen cuatro estructuras
resueltas por medio de rayos X de la regién del sensor de voltaje (S1-S4) de un canal de potasio.

Las primeras dos estructuras reportadas, fueron del canal KvAP, un canal de potasio arqueo-
bacteriano, tanto del canal completo como de la regién del sensor de voltaje aislada (S1-S4). Con
base en estas estructuras se han podido determinar algunas caracteristicas estructurales de la re-
gién del sensor de voltaje [8]. Primero, se observé que la region S1-S4 se compone de 5 hélices: las
hélices S1, S2, S4 forman hélices largas ininterrumpidas mientras que la hélice S3 esta formada
por 2 hélices mas cortas denominadas S3a y S3b. Al conjunto de las hélices S3a, S3b y S4 se le
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denomina paleta del sensor de voltaje (regién morada figura 3.4). La paleta del sensor de voltaje
contiene a los residuos de Arg més importantes del S4. Estas estructuras no lograron proporcionar
informacién acerca de la orientacién del sensor de voltaje, ya que en un caso sélo se cristalizo la
regién del sensor de voltaje y en el caso de la estructura del canal completo, la region del sensor
de voltaje se encontraba distorsionada.

Sansor
aa

Volaje Poro

Extracaiular

Intracedular

(a)

Figura 3.4: Estructura tridimensional de la regién del sensor de Voltaje (S1-
S4)(a)Representacién esquemética de la regién del sensor de voltaje en un canal de potasio.
La regién en morado corresponde a la paleta del sensor. (b) Representacién de listones de la es-
tructura de rayos X del sensor de voltaje del canal KvAp (Protein Data Bank: 10RS), la regién
en morado es nuevamente la paleta del sensor de voltaje. Se muestran caricaturas de las cadenas
laterales de los residuos cargados del S4. (Figura adaptada de [7])

La estructura del canal de potasio eucariético Kv1.2 fue la primera en proporcionar una perspec-
tiva clara de la regién del sensor de voltaje (S1-S4) en un canal completo [9]. En esta estructura
también se observa que los segmentos S3a y S4 se asocian por medio del segmento S3b y que las
hélices del S1-S4 toman orientaciones transmembranales, ademds parecen estar unidas holgada-
mente a la regién del poro del canal [9].

La estructura mas reciente de un canal de potasio es la de la quimera del Kv1.2 con la paleta
del sensor de voltaje del canal Kv2.1[10]. Esta estructura es la imagen mds clara que se tiene hasta
el momento de la regién del sensor de voltaje dentro de un canal completo. Los segmentos S1 y
S4 se encuentran posicionados adyacentes al poro, mientras que el S2 y el S3a estan posicionados
periféricamente. En los mapas de la estructura de la quimera entre Kv1.2 y Kv2.1 también se pue-
den apreciar las densidades de electrones de varias moléculas de lipido, esto revela que los lipidos
estan en cercana interaccién con la protefna. Los lipidos (moléculas mostradas en color verde en
la figura 3.5)estan presentes entre la regién del sensor de voltaje (S1-S4), la regién del poro, entre
los sensores de voltaje de distintas subunidades y atin intercalados entre las hélices.

Si se superpone la informacién que se obtiene a partir de las cuatro estructuras conocidas de un
canal de potasio, se obtienen algunas caracteristicas esenciales de la regién del sensor de voltaje.
Primero, las estructura béasica del sensor de voltaje se conserva de los canales de las arqueobacte-
rias a los canales de los mamiferos. Existen algunas diferencias en la hélice S3, pero la topologia
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Figura 3.5: Respresentacién de listones de la estructura de la quimera entre Kv1.2 y
Kv2.1. La paleta del sensor de voltaje se muestra en color morado, la regién del poro del canal
en color amarillo y los lipidos en color verde. Unicamente se muestran las cadenas laterales de los
residuos bésicos del segmento S4. La flecha roja identifica los residuos exteriores de Arg que se
proyectan hacia la membrana lipidica. (Protein Data Bank:2R9R)

general de los segmentos S1-S4 es notablemente similar. Adicionalmente a esto, ambas estructu-
ras revelan una amplia red de interacciones electrostaticas entre los residuos béasicos del S4 y los
residuos acidos en los segmentos S1,52,S3; incluso en varios casos los residuos cargados de estos
segmentos estan tan juntos que se podria pensar que se superponen (Figura 3.6). En la conforma-
cién activada de la quimera entre en Kv1.2 y el Kv2.1 hay dos puntos de acumulacién de residuos
acidicos: una agrupacion externa de residuos Glu de los segmentos S1 y S2, y un grupo de residuos
acidicos interno formado por los residuos Glu en el S2 y Asp en el S3a. La agrupacion externa de
residuos se encuentra dentro de una cavidad expuesta al ambiente acuoso externo (Flecha verde en
la figura 3.6), mientras que la agrupacién interna de residuos acidicos en su mayorfa se encuentra
sepultada en el interior de la proteina. Esto confirma lo que se habia supuesto con anterioridad
con base en estudios mutagénicos del canal Shaker Kv, que los residuos acidicos en los segmentos
S3 y S2 forman una red estabilizadora junto con el quinto residuo bésico del segmento S4 cuando
el sensor de voltaje se encuentra en un estado activado. Otra caracteristica estructural evidente en
la comparacién es que los residuos Arg més externos no interacttian con los residuos acidicos, mas
bien se proyectan fuera de la regién del sensor de voltaje hacia la membrana lipidica que rodea al
canal (Flecha rojo figura 3.6) [7].

Todas las estructuras que se tienen de un canal de potasio, fueron resueltas en ausencia de un
campo eléctrico, i.e. a 0 mV, de estudios funcionales se sabe que a este potencial los sensores de
voltaje de ambos canales se encuentran en su conformacién activada, por lo que todas las estruc-
turas conocidas de un canal activado por voltaje son de su estado abierto.
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Figura 3.6: Aminodcidos con carga en la regién del sensor de voltaje (S1-S4).Estructuras
de listones de la regién del sensor de voltaje del canal KvAP (amarillo) y la quimera de los
canales Kv 1.2 y Kv 2.1(blanco) vistas de lado. Unicamente se muestran las cadenas laterales de
los residuos basicos. La flecha verde identifica la cavidad acuosa dentro de la regién del sensor de
voltaje que esta en contacto con la solucion externa. La flecha roja identifica las regiones exteriores
de los residuos de Arg del segmento S4 que se proyectan hacia la membrana lipidica.(Protein Data
Bank:10RS para el KvAP y 2RIR para la quimera de Kv1.2 y Kv2.1)(Figura adaptada de [7])

3.2. Mediciones de la actividad de un canal activado por
voltaje

Los canales i6nicos se han prestado para su detallado andlisis cinético ya que producen senales
eléctricas de facil medicién durante su actividad. Los canales activados por voltaje son particular-
mente faciles de estudiar ya que se pueden imponer cambios en el potencial de membrana, usando
un circuito electrénico de retroalimentacién conocido como clamp de voltaje (voltage-clamp) (fi-
gura 3.7) y se pueden medir las corrientes idnicas resultantes.

El método de fijacién de voltaje (voltage-clamp) es la técnica mds empleada en el estudio de
los canales i6nicos. Este método consiste en fijar externamente el potencial de la membrana celu-
lar y medir la corriente que se genera como respuesta al potencial de membrana. Adicionalmente a
esto se deben utilizar condiciones que permitan reducir las corrientes capacitivas de la membrana
y la propagacion de corrientes de circuitos locales, para asegurar que la corriente observada es
una medicién directa del movimiento de iénes a través de un area conocida de membrana, a un
potencial uniforme y conocido. [11]

Para mantener el potencial de membrana constante, se podria conectar una bateria ideal a través
de la membrana celular. La corriente fluirfa de la bateria para contrarrestar exactamente cualquier
corriente que fluya a través de la membrana celular, manteniendo asi el potencial de la membrana
constante. Desafortunadamente el circuito debe ser un poco més complicado ya que el flujo de
corriente hacia afuera de los electrodos produce caidas de potencial locales impredecibles en el
electrodo y en las soluciones que lo rodean, por lo que sélo los electrodos se mantendrian a un
potencial constante y no el drea de membrana estudiada. En su lugar, la mayoria de los circuitos
de fijacion de voltaje que se utilizan, miden el potencial cerca del final de la membrana y por
medio de electrodos adicionales suministran la corriente adicional necesaria para mantener el po-
tencial de membrana constante a pesar de que su permeabilidad cambie. Ya que los cambios en
la permeabilidad iénica de la membrana ocurren rdpidamente, se debe utilizar un amplificador de
retroalimentacién con una buena respuesta a frecuencias altas para reajustar la corriente frecuen-
temente. [11]

14



CAPITULO 3. CANALES IONICOS SENSIBLES AL VOLTAJE

Al cador o
a0 la N
Dolancial ae anaradnr da
Elac oo MEETICTANa s afiglas

Intracadular
'\\ Elscirodo

axiraceular

()

Amplill cador o

Momtor de
rairoalement aC Kon

cofmente

Figura 3.7: Circuito basico de woltage-clamp. El potencial de membrana se mide por medio
un electrodo intracelular y otro extracelular; los electrodos se conectan a un amplificador que
mide el potencial de membrana V,,, y alimenta esta senal al amplificador de retroalimentacién;
este amplificador recibe a su vez una senal de entrada del generador de senales V},, que determina
el potencial de mantenimiento. La funcién del amplificador de retroalimentacién es determinar la
diferencia Vj;, — V,,,, magnificarla y enviar este resultado al electrodo de corriente. Cada vez que la
célula se desvia del potencial de mantenimiento, el amplificador operacional genera una senal de
error, que es igual a V;, — V,,,. El monitor de corriente envia corriente a la célula para reducir la
senal de error del amplificador a cero, produciendo asi una corriente igual y opuesta a la corriente
i6nica. Esta senal puede ser medida, para obtener una reproduccion precisa de la corriente que
fluye a través de la membrana.

La figura 3.8 muestra algunos arreglos simplificados para fijar el voltaje en una membrana celular.

En un experimento estandard de woltage-clamp, el potencial de la membrana puede elevarse de
un valor inicial cercano al potencial de reposo (= —90mV’), conocido como potencial de manteni-
miento, a cualquier valor de potencial y después regresarse al valor del potencial de mantenimiento.

Si la membrana fuera tan simple como el circuito equivalente mostrado en la figura 2.3, la co-
rriente total de la membrana I, seria igual a la suma de dos términos: la corriente I; debida a
los iones que cruzan la membrana a través de los canales y la corriente I debida a los iones que
suben a través de la membrana para cargar o descargar su capacitancia eléctrica [12].

I :Ii+IC:Ii+C]V[% (3.1)
Para realizar mediciones de la corriente iénica I;, es conveniente aplicar cambios abruptos en el
potencial de membrana I, estos cambios tienen la ventaja de que el cambio en el potencial de
membrana F/dt es cero (excepto al momento de la transicién de un valor a otro). Entonces si
el cambio de potencial de membrana es muy rapido, la corriente capacitiva I deja de fluir en el
momento en que se completa el cambio en el potencial de membrana y a partir de ese momento,
la corriente registrada en un experimento de voltage-clamp, corresponde tinicamente a la corriente
i6nica I; que fluye a través del canal. La mayor parte de la informacion que se tiene hoy en dia
acerca de los canales iénicos, proviene de estudios de la corriente idnica I;. [12]
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(a) Cable axial

)
R

(b) Brecha doble

fBa dL  (e) Patch-clamp

Figura 3.8: Métodos de fijacién de voltaje. La mayoria de los métodos de voltage-clamp utilizan
dos microelectrodos intracelulares, un electrodo para medir el potencial E’ y uno para aplicar
corriente I’. El electrodo de voltaje se conecta a un circuito de alta impedancia (x1), la salida de
este circuito se registra en E y se compara con los pulsos de voltaje aplicado externamente, en el
amplificador de retroalimentacién (FBA). La diferencia amplificada de estas senales se aplica como
una corriente (lineas punteadas) a través de la membrana por medio de I’, y hacia el electrodo del
bano, donde puede ser registrada (I). (Figura adaptada de [2])

3.2.1. Técnica de fijacién de voltaje en microareas de membrana (patch-
clamp)

La técnica de patch clamp permite detectar la corriente que fluye a través de uno o varios
canales en la membrana de una célula. El objetivo de esta técnica es aislar eléctricamente un
parche de membrana para registrar la corriente que fluye a través del parche. A diferencia de
los experimentos de wvoltage-clamp convencionales, el patch-clamp utiliza un sélo electrodo para
registrar las corrrientes.

Los canales iénicos se pueden estudiar en sistemas de expresién nativos, es decir, en el tipo de
células donde normalmente se expresan, o pueden ser clonados y expresados en sistemas de ex-
presion heterdlogos, i.e. en tipos celulares donde no se expresan normalmente. La ventaja de los
sistemas de expresién heterélogos es que por lo general expresan pocos canales idicos, lo que per-
mite estudiar el canal de interés sin la contaminacién de corrientes debidas a otros canales. Los
sistemas mas comunes para su expresién son las células HEK293 y los ovocitos de la rana Xenopus
laevis.

Al realizar un experimento de patch-clamp, las células se sumergen en una solucién conducto-
ra, se presiona contra la membrana una micropipeta de vidrio pulida, previamente llenada con
una solucién conductora y se aspira ligeramente; formando asi un sello en una pequena region de
la membrana con una resistencia mayor a 10 G2 (figura 3.9). Es de extrema importancia que la
resistencia de los sellos sea alta para aislar efectivamente el parche de membrana celular, dismi-
nuyendo el ruido del registro, esto a su vez permite obtener una buena resolucién temporal de
corrientes, incluyendo las corrientes de canales individuales, cuya amplitud es del orden de 1 pA.
11]

16



CAPITULO 3. CANALES IONICOS SENSIBLES AL VOLTAJE

Existen distintas configuraciones de patch-clamp, dependiendo de la forma en que la pipeta forme
el sello con la membrana (Figura 3.2.1), estas se utilizan dependiendo de cual sea el propédsito del
experimento.

resistencia

amplificador
diferencial

convertidor
v

salida

potencial de

- electrodo de
mantenimiento

la micropipeta

solucion electrodo | Jmmmrtamesy
conductora delbafio — Ji

micropipeta

Figura 3.9: Representacion esquematica de un experimento de patch-clamp. En un ex-
perimento de patch-clamp se mide el potencial de membrana V;,, utilizando un electrodo. V,,, es la
diferencia de potencial entre el electrodo del bafio (tierra) y el electrodo de la pipeta que esta en
contacto con una solucién conductora que esta en contacto con la membrana celular. Como en un
experimento de voltage-clamp tradicional, se calcula la diferencia entre V,,, y el potencial aplicado
externamente para inyectar la corriente necesaria para igualar ambos potenciales. Sin embargo, en
un experimento de patch-clamp se utiliza el mismo electrodo para inyectar esta corriente y para
medir V,,,, aumentando considerablemente la resolucién de este experimento en comparacién con
un voltage-clamp de dos electrodos. (Figura adaptada de [5])

Utilizando la técnica de patch-clamp se pueden medir 3 tipos distintos de senales de un canal:

» Corrientes iénicas macroscépicas: Estas senales de corriente se registran en una mem-
brana que contiene varios canales. Los canales se abren en respuesta al pulso de potencial
produciendo una corriente idnica que puede ser registrada con una resolucién temporal de
unos cuantos microsegundos. Estos registros contienen informacién del curso temporal de
la actividad del canal. La figura 3.11 muestra un registro de corriente iénica macroscopica
de un parche de membrana que contiene varios cientos de canales de potasio Shaker IR,
en este registro se observa un incremento repentino en la conductancia de los canales que
ocurre en respuesta a un cambio positivo en el potencial de membrana (depolarizacién). Los
potenciales méas positivos no sélo aumentan la conductancia del estado estacionario, sino que
también la velocidad con que se alcanza el valor final. [13]

= Corrientes de compuerta: Estas corrientes también son ocasionadas por un cambio en el
potencial de membrana, pero tienen su origen en los reacomodos de carga que acompanan
a los cambios conformacionales en la proteina y se deben principalmente al movimiento del
sensor de voltaje del canal. Las corrientes de compuerta son entre y 3 y 4 6rdenes de magni-
tud mas pequenas que sus correspondientes corrientes idnicas macroscopicas, por lo que son
registradas en condiciones donde las corrientes idnicas macroscépicas son bloqueadas. Estas
proporcionan informacién acerca de la velocidad a la que ocurren los cambios conformacio-
nales de la proteina que producen desplazamiento de carga, independientemente de si estos
cambios ocasionan que el poro se abra o no. [13]
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(a) on-cell (c) whole-cell

—_—
Succién

tirar

(b) inside-out

tirar
(d) outside-out /

Figura 3.10: Algunas configuraciones posibles de un experimento de Patch-Clamp. (a)
Configuracion on-cell o cell-attached: En esta configuracion, la micropipeta forma un sello en un
parche de membrana manteniendo intacta a la célula. Esto permite el registro de corrientes en
ese parche de membrana sin perturbar el interior de la célula. (b) Configuracién inside-out: En
esta configuracién, después de que se forma el sello en la membrana, se retira cuidadosamente
la micropipeta de la membrana, removiendo asi el parche de membrana de la célula, exponiendo
asf la cara interna del parche a la solucién externa. (c) Configuracién whole-cell: Utilizando esta
configuracion se pueden obtener registros de la corriente que fluye a través de los canales presentes
en la membrana de una célula completa. (d) Configuracién outside-out: Después de que se forma
un parche en la configuracion de whole-cell, se puede retirar la pipeta de la célula permitiendo se
forme un parche de membrana en la punta de la pipeta, pero con la cara exterior de la membrana
en contacto con la solucién externa.

= Registros de canal unitario: Estos registros proporcionan informacién acerca del meca-
nismo responsable de los cambios de conductancia en el canal. Un canal unitario no muestra
respuestas graduales a la repolarizacién, mds bien parece cambiar instandneamente (experi-
mentalmente en menos de 10 ps) entre los estados cerrado y abierto. Estos registros muestran
las transiciones entre los estados abierto y cerrado del canal, pero no proveen informacién
directa acerca de los cambios conformacionales que ocurren mientras el canal se encuentra
cerrado. La figura 3.13 muestra un registro de canal unitario. [13]
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Figura 3.11: Registro de la corriente iénica del canal Shaker IR en un parche de mem-
brana con 892 canales. Cada trazo representa la corriente iénica macroscopica que fluye a través
del pache como respuesta a una despolarizacién de la membrana. Se mantiene el parche a un po-
tencial de mantenimiento de -90mV por 10ms, posteriormente se le aplica una despolarizacién.
Cada trazo del registro corresponde a un valor distinto de potencial aplicado, este varia entre
-50mV a 70mV en incrementos de 20mV, para finalmente regresar al potencial de mantenimiento
de -90mV.

15pA

1[pAl

Figura 3.12: Registro de corrientes de compuerta del canal Shaker IR Inmediatamente
después de aplicar un pulso, se observa un pico de corriente en estos registros que corresponde al
reacomodo de carga inicial en el canal debido a que inicia su proceso de activacion, una vez que
el poro se abre, las corrientes de compuerta desaparecen, ya que no hay mas reacomodos de carga
en el canal. A partir de este registros se puede calcular la carga que se mueve para que el canal se
active, esta es la integral del trazo mostrado. En este canal corresponde a 13eg.

100 ms

Figura 3.13: Registro de canal unitario. Registro de la apertura y el cierre de un canal de
potasio en los linfocitos-T humanos. Cada incremento en la conductancia del registro corresponde
a la apertura del canal. Se puede observar que el canal se abre y cierra de manera aleatoria. (Figura
adaptada de [2])
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En un experimento de patch-clamp es necesario filtrar la senal analégica de corriente antes de
ser adquirida digitalmente para reducir el ruido de fondo en los registros. Adicionalmente, el diseno
del amplificador de patch-clamp pone un limite a su respuesta en frecuencia, tal que la senal de
salida pueda ser considerada una versién filtrada de la senal real de corriente de ancho de banda
infinito. El filtro de Bessel es el mas utilizado en los experimentos de patch-clamp, la respuesta ca-
racteristica de este filtro, se encuentra bien aproximada por la respuesta de un filtro Gaussiano. [14]

Un filtro Gaussiano tiene una funcién de respuesta, B(f), de la forma:
B(f)=e " (3.2)

donde el valor de la constante k se escoje tal que se obtenga una atenuacion de 3dB a la frecuencia
de corte, f., i.e |B(f.)|> = 1/2, resultando que k = In(2)/2f2. Al sustituir el valor de k en la
ecuacién 3.2, se obtiene la funcién de respuesta en términos de la frecuencia de corte, f.:

B(f) = exp[~0,3466(f/ f.)*] (3.3)

La transformada inversa de la ecuacién 3.2 da la respuesta al impulso del filtro. Debido a que
la transformada de Fourier de una funciéon Gaussiana es una funcién Gaussiana, la respuesta al
impulso puede ser escrita como una distribuciéon Gaussiana de probabilidad:

h(t) = Mexp (2%) (3.4)

donde la amplitud de la respuesta al impulso esta caracterizada por o4, que es una cantidad
andloga a la desviacién estandar de una distribucién de probabilidad. El valor de o, debe ser
inversamente proporcional a la frecuencia de corte?, f., y esta dado por:

(In2)'/2

e (3.5)

Ug:

La funcién de respuesta de impulso puede ser escrita en términos de la frecuencia de corte como:
h(t) = 3,011f. exp[—(5,336f.t)%] (3.6)

Mientras que la funcién de respuesta a un escalén es:

H(t) :%[1 +erf <2l/ﬁag>]
1

=51+ erf(5,336 /1))

(3.7)

En un experimento de patch-clamp se utilizan dos filtros, por lo que es de especial interés conocer
la frecuencia de respuesta de dos filtros Gaussianos en cascada. La frecuencia de corte efectiva de
ambos filtros, f., es Gaussiana y esta dada por:

1 1 1
c cl c2

donde f.1 y fe2 son las frecuencias de cada filtro. Una vez conocida la frecuencia de corte efectiva,
se puede estimar el ancho de banda final de un sistema de registro.

Otro parametro descriptivo de un filtro es su tiempo de subida, T.. De manera general, el tiempo
de subida de un filtro es el tiempo necesario para que la salida de un filtro haga una transicién,
al aplicar un escalén de potencial a la entrada. Este tiempo corresponde a la minima longitud de

4La frecuencia de corte es un limite en la respuesta en frecuencia de un filtro, a partir de la cual la energia que
fluye en el sistema empieza a ser atenuada en vez de pasar por completo.
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un pulso a la cual el filtro da una respuesta de amplitud casi completa [14]. Por definicién 7). es
igual al reciproco de la pendiente en el punto medio de la respuesta H(¢) a una entrada de escalén
unitaria:

dH(t)]"
T, = { ( )] (3.9)
at |, ,
que esta dada por:
T, = (2m)20, = 0,3321/ f. (3.10)

muchas veces es conveniente utilizar 7, en lugar de f. para especificar la cantidad de filtrado de
la senal que se obtiene.

3.3. Modelo discreto de la apertura de un canal i6nico

El conjunto de cambios conformacionales que dan origen a la apertura de un canal esta regula-
do por las interacciones entre las cargas del sensor de voltaje y el campo eléctrico transmembranal;
por lo que cada cambio conformacional en la proteina se encuentra asociado a un desplazamiento
de carga (movimiento del sensor de voltaje) en el canal.

La activaciéon de un canal puede ser modelada como un movimiento de carga entre un ntume-
ro finito de estados discretos separados entre si por medio de barreras energéticas (Figura 3.14).
Las transiciones entre cada estado se consideran reversibles y se caracterizan por medio de cons-
tantes de velocidad como en una reaccién quimica. Este tipo de modelo puede ser representado
esquematicamente en un diagrama de estados:

[e %) (%) QAN —1 anN
Co — (Cp — (s....... Cn_o — (Cy_1 = Opn
B1 B2 N-1 BN

donde «; (i = 1,.., N), son las constantes de velocidad asociadas al proceso de activacién del canal,
mientras que §; (i = 1,.., N), son las constantes de velocidad que caracterizan la desactivacién del
canal. En la figura 3.13 se observa que la apertura 6 cierre de un canal es aleatoria, por lo que las
constantes de velocidad tienen una interpretaciéon probabilistica. Ambas constantes de velocidad
representan probabilidades condicionales: a; es una medida de la probabilidad de que un canal
pase al estado ¢ en un intervalo de tiempo At (dado que el canal se encontrara en el estado C;_1
al inicio de este perfodo) , mientras que f3; describe la probabilidad de que el canal pase al estado
i — 1 (dado que el canal se encontrara en el estado C; al inicio de este periodo). Las constantes
de apertura sélo dependen de la probabilidad de que el canal se encuentre en el estado inmediato
anterior, por lo que la activacion del canal se puede describir como un proceso de Markov.

Figura 3.14: Curva de energia de un canal que atraviesa por varias conformaciones
discretas. Las letras A,B,C... representan los estados discretos por los que pasa el canal durante
su proceso de activacién. La coordenada de reaccion y indica la posicién de una carga de compuerta,
cuando esta cubre toda al longitud del canal, este se abre.
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Andlogamente a la teorfa de cinética quimica, las constantes de velocidad de apertura y cierre
del canal se obtienen de la ley de Arrhenius:

(V) = o, (0)eAG/k (3.11)

Donde «;(0) es la constante de velocidad del canal a OmV, esta constante depende de la altura de
la barrera de energia que separa a ambos estados. [?]

El modelo mas simple de un canal considera que el canal sélo puede tener dos estados: cerra-
do y abierto (Figura 3.15). [13]

_V=-60 mV V=-50mV

Estado gV = +23
Cerrado keal/mol
——

AG = +4 AG=+ 8
kecal/mol kcal/mol

agf—

Estado
Abierto

Figura 3.15: Modelo de un canal iénico con dos estados. En este modelo se supone que
el canal sélo tiene dos estados: cerrado y abierto. El cambio conformacional mueve una carga
de magnitud g = 10ey de la cara intracelular de la proteina donde el potencial ¢ = 0 a la cara
extracelular donde el potencial de membrana es ¢ = V,,. (Figura adaptada de [13])

En este modelo, el potencial de membrana V,,, influencia el equilibrio entre los dos estados del
canal, mediante la posicién de una carga g asociada al cambio conformacional de la proteina.
Cuando el canal se encuentra cerrado, la carga se encuentra cerca de la superficie citoplasmica,
donde siente un potencial ¢ = V,,,; mientras que cuando el canal se encuentra en el estado abierto,
la carga se encuentra cerca de la superficie extracelular, donde ¢ = 0. El resultado de esto es que
la diferencia en energia libre entre el estado cerrado y el abierto es AG = G, — G, esta depende
de V,,,, de acuerdo a la relacion :

AG =G° +qVy, (3.12)

donde G° es la energia libre cuando el potencial de membrana es cero [13]. La perturbacién de la
diferencia de energia libre para un cambio de potencial de AV,,, es entonces:

AAG = qAV,, (3.13)

Para el caso que se muestra en la figura, el valor de ¢ es de 10 cargas elementales. Esto resulta en un
cambio de energfa libre de 3kcal/mol inducido por el cambio en potencial de membrana de 10mV.
La razoén de las probabilidades de ocupancia de los estados abierto y cerrado esta determinada por
una ecuacién andloga a (2.1), donde la diferencia de energia entre los dos estados es en este caso
su diferencia de energias libres:

o _ o7t (3.14)
Pc
donde kg es la constante de Boltzmann y T la temperatura absoluta. De esta razén de probabili-
dades se puede obtener la expresién para la probabilidad de que el canal de encuentre en el estado
abierto (utilizando la propiedad de que p, + p. = 1):

1

Do = T o(BGTsT) (3.15)
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En el ejemplo de la figura 3.15, los valores de AG de 4 y 8kcal /mol corresponden a probabilidades
de apertura de 1072 y 0,05. Entonces, un cambio de 10mV en el potencial de membrana resulta
en un aumento de 50 veces la probabilidad de apertura del canal.

Si ahora se considera un caso mds general donde un canal puede existir en n conformaciones
(estados) discretas. La probabilidad en equilibrio de la ocupancia de cualquier estado k esta dada

por la ecuacién:
e~ Gn(V)/kpT

Z e~ (V) /ksT
A=1

donde G es la energia libre del canal y el parche de membrana que lo rodea, dado que el canal se
encuentra en un estado A. La dependencia de la energia libre en V,,, puede ser escrita como:

Pr (3.16)

1
GA(Vin) = Gr(0) + Q\Vin + §PXVTZ (3.17)

mas términos de orden mayor en V,, cuya contribucién a la energia es minima, por lo que no se
toman en cuenta. La cantidad @) tiene dimensiones de carga y se obtiene como la suma pesada
sobre todas las cargas ¢; en el sistema:

Qr= Z%&A (3.18)

donde ;) representa en grado de acoplamiento ente V,,, y el potencial local ¢; sentido en el estado
A por la i-ésima carga,
Wy V=0

a esta cantidad se le conoce como distancia eléctrica a lo largo de la membrana, ya que esta re-
lacionada con la posicién de la carga con respecto a la caida de potencial en la membrana. Por
ejemplo, si una carga esta localizada cerca de la superficie extracelular de la membrana en el estado
A, tendrd una ;) cercana a uno, ya que por convencion el potencial en la solucién intracelular es
igual a V,,,; mientras que si la carga se localiza cerca de la superficie intracelular, §;) serd cercana
a cero. (@) es entonces una medida de la carga efectiva total que interactta con el potencial de
membrana. [13]

Six = (3.19)

La cantidad P, en la ecuacién 3.17 tiene dimensiones de capacitancia y representa la polari-
zabilidad del sistema, al moverse la carga en respuesta a los cambios en V,,. Esta cantidad es
empirica y tiene la forma:

Py=> g (320)
i
donde la i-ésima carga en el estado A esta dada por:
02¢i()\» Vm)
fi)\ = W V=0 (321)

Las constantes de velocidad del canal se pueden calcular sustituyendo la expresién para la energia
libre (3.17), despreciando los términos no lineales en V;,, que hasta el momento se piensa que
tienen una contribucién muy pequena, a pesar de no ser asi, como se demostrard mas adelante.
Para un canal dependiente en el voltaje, las constantes de velocidad dependen exponencialmente
del potencial de membrana V/, escalado por las cargas parciales gqi, gg; que se mueven en cada
transicion:

ai(V) (O)eQOiV/kBT

—
Bi(V) = Bi(0)es:V/ksT (3.22)
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Los modelos de Markov para el mecanismo de apertura de un canal han tenido mucho éxito ya
que son modelos muy robustos, con suficiente flexibilidad y parametros ajustables como para
describir casi cualquier cinética. El mayor problema de estos modelos no es encontrar un modelo
que funcione, sino uno que este delimitado en varias formas por los datos experimentales, para que
refleje correctamente el mecanismo de activacién de los canales. Ya que muchas veces se necesita
de muchos estados para describir la cinética de un canal, esto presenta un problema conceptual
importante ya que un nimero tan grande de conformaciones discretas es poco probable desde un
punto de vista fisico.

3.4. Medicién experimental de la cinética de un canal

La técnica de woltage-clamp, en particular el patch-clamp, ha sido la técnica biofisica maés
utilizada para el estudio de canales i6nicos. Esto se debe a que se permite fijar el potencial de
membrana y obtener registros del curso temporal de las corrientes de un canal (ver figuras 3.12,
3.11, 3.13).

De acuerdo a lo discutido en la seccién 3.3, la apertura de un canal puede ser descrita por medio
de una serie de estados discretos que representan cambios conformacionales en la proteina. La
cinética de las transiciones entre estados esta descrita por las constantes de velocidad asociadas a
cada uno. Para un modelo de Markov, las constantes de velocidad de cada estado son funciones
exponenciales de la forma (3.22), donde se toma como diferencia de energia entre dos estados la
diferencia de energia libre dada por la expresién (3.17).

Experimentalmente los cambios conformacionales en un canal pueden ser caracterizados por medio
del analisis de registros de corrientes de compuerta y corrientes idnicas macroscopicas. En parti-
cular, se pueden obtener estimados de las constantes de velocidad de apertura y cierre del canal
ajustando funciones exponenciales de la forma (3.22) a registros de corrientes iénicas macroscopi-
cas. [?] [16]

Para poder estimar a que estado del canal corresponde cada constante de velocidad medida en
un experimento, se utilizan protocolos de potencial que incorporan prepulsos (ver figura 3.16). La
activacién de un canal no es instantanea, entonces si se aplica un prepulso de potencial con una
duracién menor al tiempo requerido para la activacién del canal, al final del pulso, el canal se
encontrard en un estado intermedio entre el cerrado y el abierto. Los prepulsos tienen la funcién
de activar o desactivar los canales; dependiendo de la duracién y la amplitud de los prepulsos al
final de cada uno el canal se encontrara en distintas distribuciones de estados. Los registros de co-
rriente, obtenidos utilizando protocolos con prepulsos, reflejan la cinética del canal para distintos
subconjuntos de transiciones. [?]
I

ms

Figura 3.16: Representacion esquematica de un protocolo de potencial compuesto por
tres pulsos. En este protocolo se aplican 3 pulsos de potencial positivo se parados por dos pulsos
de potencial negativo. Dependiendo de la duracion de los pulsos, el canal se encontrara en distintas
distribuciones de estados después de aplicar los primeros dos pulsos de potencial despolarizante.
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CAPITULO 3. CANALES IONICOS SENSIBLES AL VOLTAJE

No se conoce con exactitud el nimero de estados por lo que atraviesa el canal en su proceso
de activacion, por ello es dificil aislar una transicién intermedia entre el estado abierto y el cerra-
do. Muchas veces las constantes de velocidad medidas utilizando un protocolo de prepulsos son
una mezcla de la cinética de varios estados del canal. A pesar de que experimentalmente es dificil
aislar transiciones intermedias en el proceso de apertura del canal, se pueden obtener mediciones
confiables de la constante de velocidad de apertura de la ultima transicién del canal, utilizando un
protocolo de potencial con una doble despolarizacién, este procedimiento se explicard en detalle
en la seccién de resultados (7.1).

Existen otros métodos para aislar las distintas transiciones del canal, estos incorporan técnicas
de biologia molecular para crear mutantes en las que se puede discriminar més facilmente entre
cada transicién del canal, ya que algunas se alentan o se vuelven mds répidas (ver referencia [16]),
sin embargo, si lo que se busca es medir las constantes de velocidad de la ltima transicién un
protocolo de doble pulso es suficiente. [16]
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Capitulo 4

Movimiento Browniano

A pesar de que los modelos de Markov para la activacién de un canal han probado ser de gran
utilidad, estos poseen la desventaja de ser modelos empiricos, donde el nurhero de estados por los
que tiene que pasar el canal para su activacién carece de significado fisico claro. Adicionalmente,
al utilizar un modelo de Markov, por lo general las constantes de velocidad que determinan la
cinética del canal son obtenidas utilizando la ley empirica de Arrhenius.

En esta tesis se utiliza un modelo para la activacién de un canal basado en la teoria de difu-
sién de Kramers para reacciones quimicas (ver referencia [21]), similar al propuesto por Sigg et al
en [17]. Este modelo tiene la ventaja de proporcionar una descripcién maés realista, desde un punto
de vista fisico, del mecanismo de apertura de un canal ya que considera explicitamente cada una
de las fuerzas que determinan la cinética de apertura del canal.

En este modelo se propone que la cinética de activacion del canal, es equivalente al movimiento
Brownino de una particula de compuerta que se difunde en una dimensién pasando por un conjun-
to de barreras de potencial, donde cada barrera energética representa la energia que la particula
de compuerta tiene que vencer para pasar al siguiente estado en la ruta de activacién del canal.
El tiempo medio de salida de la particula de compuerta de cada barrera de energia, describe la
rapidez con que ocurren los cambios conformacionales en el canal. [17]

4.1. Movimiento Browniano en ausencia de una fuerza ex-
terna

Para poder caracterizar de una manera clasica la difusiéon de una particula de masa m inmersa
en un fluido es necesario describir en detalle todas sus interacciones con las moléculas de fluido
que la rodean. El movimiento de la particula y las moléculas que la rodean, estara descrito por un
conjunto de ecuaciones de movimiento de Newton:

d? 0
My 3T = fariV(rl, vy TN) (4.1)

donde r; describe la posicién de cada dtomo 6 de la particula en todos los instantes instante de
tiempo. Para resolver este problema de manera exacta, se debe encontrar la solucién del sistema
de ecuaciones de movimiento acopladas 4.1 para todas las moléculas en el fluido y para la particula
en difusion. Debido al gran nimero de moléculas en el fluido, en general no se puede resolver este
sistema de ecuaciones acopladas. Ademads, como no se conocen los valores iniciales de las veloci-
dades y posiciones de todas las moléculas en el fluido, no se puede calcular de manera exacta el
movimiento de una particula pequena inmersa en dicho fluido. [?]

Debido a que la difusién es un proceso en el que pocos grados de libertad de la molécula son
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CAPITULO 4. MOVIMIENTO BROWNIANO

relevantes, se puede formular una ecuacién del tipo 4.1, pero considerando solamente los campos
de fuerza efectivos que afectan el movimiento de una particula.[?]

Una particula pequena de masa m inmersa en un fluido se encuentra sujeta a una fuerza de
friccién, F., proveniente de sus interacciones hidrodinamicas con las moléculas que la rodean. La
expresion mas simple para F, esta dada por la ley de Stokes F. = —aw.

Ademads de la fuerza de friccién, al escribir la ecuacién de movimiento de la particula en difu-
sién, es necesario considerar que la velocidad de la particula es afectada por sus choques con las
demas moléculas en el fluido. Esto se logra introduciendo una fuerza que fluctua aleatoriamente
F(t) que modifica el movimiento de la particula. [?]

Entonces, la fuerza total que actiia sobre una particula en difusién, F(t), esta compuesta por
una fuerza de amortiguamiento continua F,(t), dada por la ley de Stokes, y una fuerza estocéstica
F(t), cuyas propiedades sélo pueden ser descritas en promedio.

F(t) = Fu(t) + Fy(t) = —au(t) + Fy(t) (4.2)

De acuerdo a lo anterior, la ecuacién de movimiento correspondiente a una particula en difusién
en ausencia de una fuerza externa es:

04 yv =T(¢) (4.3)

donde se ha introducido la fuerza estocéstica por unidad de masa I'(t) = F(t)/m y la constante de
friccién viscosa por unidad de masa v = a/m = 1/7. La ecuacién (4.3) es la ecuacién de Langevin
para el movimiento Browniano en una dimensién en ausencia de una fuerza externa. A la fuerza
I'(¢) se le conoce como fuerza de Langevin, y tiene las siguientes propiedades:

(T (1) = qd(t — ')

(LT (t")) = 0 para [t—t'| > 7 (4.4)

En la ecuacién anterior ¢ es una constante que corresponde a la magnitud de la fuerza de Lange-
vin, la funcién delta aparece debido a que de otra manera la energia de la pequena particula no
seria finita y estaria en desacuerdo con el teorema de equiparticién de la energia. Si se multiplican
dos fuerzas de Langevin a tiempos distintos, se asume que el valor promedio para diferencias de
tiempo ¢ — ¢’ mas largas que 79 (la duracién de una colision entre la particula Browniana y una
molécula del fluido que la rodea) es cero. Esta suposicién es razonable ya que las colisiones de
distintas moléculas del fluido con la particula Browniana, son aproximadamente independientes.
19]

Para la condicién inicial v(0) = vy, la solucién de la ecuacién de movimiento (4.3) es:

t
v(t) = voe " —|—/ e =Tt dt! (4.5)
0

Y utilizando las propiedades de la fuerza de Langevin (4.4), se obtiene que la siguiente funcién de
correlacion para la velocidad de la particula:

11 to
(v(t1)o(ta)) = vie ™ F1) 4 / / e TR TR g5 (¢ — 1) dt dty
0 0

= 1;(2)6_’7(751+t2) + %(e—’y|t1—t2| _ 6_7(t1+t2))

(4.6)

En el limite donde ¢; y t2 son muy grandes (i.e. vt; > 1, vto > 1), la funcién de correlacién para
la velocidad es independiente de la velocidad inicial vy y s6lo depende de la diferencia de tiempos
tl — tQZ

(0(t1)v(ta)) = %e*%*tﬂ (4.7)
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CAPITULO 4. MOVIMIENTO BROWNIANO

Entonces en el estado estacionario, la energia promedio de una particula en movimiento Browniano

() = gm{pOF) = gm- (48)

La constante ¢ se determina de tal manera que la energia promedio de la particula este dada por
el teorema de equipaticién (E) = %k‘BT, para que esto suceda g debe ser:

q=2vkgT/m (4.9)

Experimentalmente es dificil medir la velocidad promedio de una particula Browniana (ecuacién
(4.7)), sin embargo es relativamente sencillo medir el valor medio de su desplazamiento. Si se
asume que la particula comienza a moverse al tiempo ¢ = 0 en el punto x = xy con velocidad
v = vg, el valor promedio al cuadrado de su desplazamiento al tiempo t, esta dado por:

(x(t) — z0)?) = < Uotv(tl)dt1r> = </Otv(t1)dt1 /Otv(tg)dt2>
:/Ot /Ot<v(t1)u(t2)>dt1dt2

Al sustituir el valor de la funcién de correlacién (ecuacién (4.7)) en la expresién anterior se obtiene:

((z(t) — 20)?) —vo/ / eV (titt2) gy dtg—i——/ / —itttel ettt g gy (4.11)

El valor de las integrales en la ecuacién anterior es:

t t —~EN 2
=

(4.10)

(4.12)
/ / e YMttl gy, dt, —2/ dtl/ eVt gry = ft ~ —(1 e
Finalmente se obtiene que el valor del desplazamiento medio al cuadrado de la particula es:
o _ (.2 4 (1—e7)? ¢ q o

Si en lugar de tener una velocidad inicial determinada vy, se tiene como velocidad inicial la dis-
tribucién de velocidades para el estado estacionario (ecuacién (4.7)), el promedio del cuadrado de
la velocidad serd (vg)? = ¢/(27). Esto dard como resultado que el primer término de la ecuacién
(4.13) desaparezca. En ambos casos, para valores grandes de ¢ (vt > 1), el valor promedio del
desplazamiento al cuadrado de la particula Browniana es:

((z(t) — m0)?) = 2Dt (4.14)
donde: o
-9 _
D= 22 (4.15)

es el coeficiente de difusién obtenido por Einstein. [19]

4.2. Movimiento Browniano en presencia de una fuerza ex-
terna (Aproximaciéon de Smoluchowski)

Una particula Browniana sumergida en un fluido y sujeta a la influencia de una fuerza externa,
F(z) = Fe(x)/m puede ser descrita por la ecuacién de Langevin similar a la ecuacién (4.3):

i =—yi— ¢ (z) +T(t) (4.16)

28



CAPITULO 4. MOVIMIENTO BROWNIANO

donde I'(t) es la fuerza de Langevin por unidad de masa, 7 es la constante de friccién viscosa por
unidad de masa y ¢'(z) es el campo de potencial correspondiente a F'(x).

Si se conoce la ecuacién de Langevin correspondiente a un sistema, se puede escribir de ma-
nera inmediata la ecuacién de Fokker-Planck (F-P) que describe la probabilidad de encontrar a la
particula en una posicién determinada en un instante de tiempo fijo (ver apéndice B). Los coefi-
cientes de arrastre y difusién de dicha ecuacion, pueden ser determinados a partir de la ecuacién
de Langevin (4.16), utilizando las expresiones (B.67) [19]. Para el caso de una particula Browniana
bajo la accién de un potencial externo, ¢(x), (ecuacién (4.16)) estos coeficientes son:

DY = —yv—¢'(z);  DG) =~kpT/m 1r
- D = D& =0 o
Dando una ecuacién de F-P de la forma:
oW (z,v,t) 0 0 , vkgT 0?
R Sk Rt AL/ S —_ —_— t 4.1
ot { 8a:v + v Lo+ ¢'(@)] + Ov? Wiz, v.?) (4.18)

Como en la seccién anterior, es razonable suponer que la fuerza de friccién tiene un efecto mucho
mayor en el movimiento de la particula que la inercia. Entonces, para constantes de friccién -~y
suficientemente grandes, se puede despreciar el término inercial en la ecuacién (4.16). En este
limite la ecuacién de Langevin para el sistema es:

& =—¢'(x)/(my) +T(t)/y (4.19)
y su ecuacién de F-P correspondiente es:

ow 1o, RE

A la ecuacién (4.20) se le conoce como ecuacién de Smoluchowski. [20]

4.2.1. Tiempo medio de salida

En esta seccién se considera una particula Browniana bajo la acciéon de un potencial externo
¢(x) (ecuaciones 4.16, 4.18, 4.20), atrapada en un pozo de potencial como el que se muestra en la
figura 4.1. [21] [22]

Se supone que este sistema tiene dos estados estables, a y b. Ya que la particula se encuentra
bajo la accién de una fuerza estocéstica, cada uno de los estados tendra un tiempo de vida finito.
Mas especificamente, una particula que se encuentra en el estado a, fluctuard alrededor de ese
estado y cruzard la barrera de potencial que separa a a y b en un tiempo finito 7, a este tiempo se
le conoce como tiempo medio de salida. La probabilidad por unidad de tiempo de que la particula
cruce la barrera de potencial en el tiempo 7 es:
1

2(T) ( )
Lo que se busca ahora es calcular 7 para obtener la probabilidad por unidad de tiempo, de que la
particula salte la barrera.

De acuerdo a la ecuacién se puede definir una ecuacién de continuidad para la corriente de pro-
babilidad S como:

S(x,t) = D(l)(x,t)—%D(Q)(x7t) W (z,t) (4.22)

Esta corriente de probabilidad describe el flujo de la funcién de densidad de probabilidad W (z, t).
La funcién de densidad de probabilidad asociada al movimiento Browniano describe la probabilidad
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CAPITULO 4. MOVIMIENTO BROWNIANO

@D (x)

Figura 4.1: Particula Browniana atrapada en un pozo de potencial. AU representa la
altura de la barrera energética. La particula tiene dos estados estables estaticos, a y b (v = 0,
¢'(x) = 0). En el minimo de la barrera de potencial, &, la particula se encuentra en un estado
estable estatico, no obstante se mueve alrededor de x,,;, debido a las fluctuaciones térmicas del
sistema.

de encontrar una particula en una posicién determinada en un tiempo dado. Entonces para este
caso, la expresion para la corriente de probabilidad es:

0
—De V@)D (V@D (g 1) = S (4.23)
oz
Utilizando la ecuacién (4.23) se puede calcular la tasa de escape, a, de particulas que se encuentran
en un pozo de potencial profundo cerca de © = x,,;, (Ver figura 4.1) [20]. Al integrar la ecuacién
4.23 entre T, y A se obtiene:

A
D[eV@min) DV (g0 8) — VA PW (A )] = S eV @/D g (4.24)

Tmin

Si la barrera de potencial es alta, la funciéon de distribucién cerca de z,,;, estard dada por la
funcién de distribucién del estado estacionario:

W (x,t) = W (Zmin, t)elV @V @min)l/D (4.25)

La probabilidad, p, de encontrar la particula cerca de x,,;, es:
T2 T2
p= / W (z,t)dx = W(xmm,t)eU(””"”")/D/ e U@/D gy (4.26)
T 1

Ya que para valores pequenios de D, la densidad de probabilidad (4.25) se vuelve muy pequena
para valores distintos de x,,;n, los valores de x1 y x2 no necesitan especificarse. Por definicién,
la probabilidad de encontrar una particula cerca de x; multiplicada por « es igual a la corriente
de probabilidad S. Entonces, combinando las ecuaciones (4.26) y (4.23), se obtiene la siguiente

expresion:
xr

1 1o 4
Lo % -5/ e—U(m)/Ddgc/x U @)/D gy, (4.27)

En la ecuacién 4.27, la contribucién principal a la primera integral proviene de la regién alrede-
dor de x,,;n, mientras que la contribucién principal de la segunda integral proviene de la regién

min
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alrededor de Z;q,. Entonces se desarrolla U(z) para la primera y segunda integral de acuerdo a:
1
U(x) = U(xmin) + §U”(xmm)(a: — Zonin)?

1
U(l‘) ~ U(l‘mzn) - §‘U//(Imzn)|<x - xmaz)Q

(4.28)

Luego se pueden tender los limites de integracion de ambas integrales a +-co obteniendose se asi las
constantes de velocidad de Kramers:

1
= oAU (@in) [U" (mag ) |71 (e =0 i}/ (4.29)
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Capitulo 5

Electrostatica en medios
dieléctricos

Como ya se explicé en el capitulo 1, la activacién de un canal es el resultado directo de los
cambios en el potencial de membrana V;,,. A primera aproximacion se puede considerar que al apli-
car un potencial eléctrico en la membrana celular, este producird un campo eléctrico uniforme en
toda la membrana, especificamente a lo largo de las proteinas de canal. Sin embargo, en la seccién
3.1 se establecié que los canales se componen de distintos aminoécidos cargados, en particular, la
regién del canal responsable de detectar los cambios en V,,, contiene varias cargas. Un modelo con
mas detalle de las interacciones de la proteina con el potencial de membrana, debe considerar su
polarizacién eléctrica. Por esta razén es importante conocer el comportamiento cuantitativo del
campo eléctrico en un medio material.

El comportamiento del campo eléctrico en un medio se puede estudiar de manera simplificada
considerando dos tipos de materiales: conductores y aislantes 6 dieléctricos. Los conductores son
materiales que contienen cargas moviles, por lo que tienen una baja resistencia al flujo de corriente
eléctrica. En contraste, los dieléctricos tienen una alta resistencia al flujo de corriente, esto se debe
a que todas las cargas del material estdn unidas a atomos o moléculas, y sélo pueden desplazar-
se dentro de estos. Los desplazamientos son microscépicos por lo que individualmente no tienen
efecto alguno en el reacomodo de la carga en el material, pero sus efectos acumulados producen el
comportamiento macroscopico que se observa en los dieléctricos. Debido a su estructura y compo-
sicién se puede considerar que un canal iénico se encuentra compuesto de un material dieléctrico,
en las siguientes secciones se discutird acerca de este comportamiento de este tipo de materiales.

5.1. Dipolos inducidos

Los atomos son entidades eléctricamente neutras, pero bajo la influencia de un campo eléctrico
las regiones cargadas del 4tomo (el niicleo y la nube de electrones) se desplazan. El campo eléctrico
ejerce una fuerza que ocasiona que el nicleo se mueva en la misma direccién del campo eléctrico,
mientras que la nube de electrones se mueve en direccién opuesta. Si el campo eléctrico es lo
suficientemente fuerte, puede separar el 4tomo, ionizandolo; pero con campos de menor intensidad
se establece un equilibrio rdpidamente, ya que las fuerzas que tratan de separa al atomo se ba-
lancean por medio de la atraccién del nucleo y los electrones. El resultado final es que las cargas
positiva y negativa quedan desplazas en una direcciones opuestas, dejando al dtomo polarizado.
El atomo adquiere un momento dipolar p = gd que apunta en la direccién del campo eléctrico
E y es proporcional a la separacién d, de las cargas positiva y la negativa. El momento dipolar
inducido es proporcional al campo (siempre que el campo no sea muy fuerte):

p=oE (5.1)
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A la constante de proporcionalidad « se le conoce como polarizabilidad atémica y su valor depende
de la estructura especifica de cada atomo.

Calcular el momento dipolar de una molécula p, no es tan simple como en un dtomo, ya que
frecuentemente tienen una polarizacién no uniforme que depende de la direccién en que se aplique
el campo eléctrico externo. Por lo anterior es importante especificar el angulo del campo eléctrico
con respecto al eje de la molécula, para poder calcular p en todas las direcciones de la molécula:

p=aca.E;| +OzHE” (5.2)
El caso anterior considera una molécula relativamente simple con un eje de simetria, pero en el
caso de una molécula completamente asimétrica, la ecuacién 5.2 se convierte en:
Dz = aszw + O4wa/‘y + aa:zEz
Py = ay:z:E:r + anyy + ayzEz (53)
D2 = By + azyEy +o,F,
El conjunto de las constantes «;; constituye el tensor de polarizabilidad de la molécula, su valor
depende de la orientacién de los ejes del sistema de referencia que se escoja, pero siempre es posible

escojer ejes principales tales que los componentes fuera de la diagonal desaparezcan, caracterizando
la polarizabilidad sélo por tres constantes a, oy, o,

5.2. Moléculas polares

En la seccién anterior se considero el comportamiento de moléculas que se polarizan en presen-
cia de un campo eléctrico, pero tambien existen moléculas con momentos dipolares permanentes,
a estas ultimas se les conoce como moléculas polares.

Al introducir una molécula polar en un campo eléctrico uniforme, esta siente una fuerza en su
extremo positivo F; = gE que balancea a la fuerza que siente en su extremo negativo F_ = —¢E,
a pesar de que las fuerzas se cancelan el campo eléctrico inducird una torca en la molécula:

N=(ry xF; )+ (r_- xF_)
= [(d/2) x (¢E)] + [(=d/2) x (—¢E)] = ¢d x E

De manera general un dipolo p = ¢d siente una torca en presencia de un campo eléctrico uniforme
E dada por:

(5.4)

N=pxE (5.5)

La ecuacién 5.5 describe la torca que siente un dipolo de longitud infinitesimal alrededor de su
centro, pero si se quiere calcular la torca alrededor de cualquier otro punto en la molécula, se tiene
que emplear la ecuacién:

N=(pxE)+(rxF) (5.6)

Si el campo eléctrico no es uniforme ademds de una torca, el campo eléctrico ejercera una fuerza
neta sobre el dipolo, dada por:

F=F,+F_=¢qE; —E_)=q(AE) (5.7)

donde AE representa la diferencia entre el campo eléctrico de las partes positiva y negativa de la
molécula. Asumiendo que el dipolo es corto, podemos aproximar el cambio en E, como:

AE, = (VE,)-d

en general:
AE=(d-V)E
por lo que finalmente la fuerza que siente la molécula debido al campo eléctrico no uniforme esta

dada por:
F=(p-V)E (5.8)
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5.3. Polarizacion

Al aplicar un campo eléctrico externo a un material dieléctrico, este induce un momento dipolar
o una torca en las moléculas 6 a&tomos que componen el material, ocasionando que este se polarice.
La polarizacién es una medida de que tan polarizado se encuentra un material:

P = momento dipolar por unidad de volumen (5.9)

Debido a que un campo eléctrico aplicado a un material dieléctrico le induce una carga en forma de
dipolos, es necesario conocer el campo eléctrico generado por esta distribucién de cargas inducidas.
Para esto se puede calcular el campo eléctrico debido a un sélo dipolo y utilizar el principio de
superposicién, formulando todo en términos de potencial eléctrico V', para facilitar los calculos. El
potencial eléctrico de un dipolo p es:

>

_ 1 tp
T dweg 12

V(r) (5.10)
donde r es el vector que va desde el dipolo hasta el punto donde se esta evaluando el potencial. Es
necesario integrar sobre todos los momentos dipolares contenidos en el dieléctrico para obtener el
potencial debido a la polarizacién:

V(r) = 47360/“/f‘.P(r/)d7'l (5.11)

al escribir la ecuacién anterior se considera que p = Pd7’ es el momento dipolar por unidad de
volumen d7’. Utilizando la identidad V’ (%) = -7, se puede reescribir la ecuacién 5.11 como:

1 1
— P-V (= / 12
v 4WEO/V v (r>dT (5.12)

al integrar por partes la ecuacién anterior se obtiene:

1 1 1 1
V= 7{ “P.da — / —(V"-P)dr’ (5.13)

dmey Jg T dmey Jy 7
a partir de esta ecuacién se puede definir una densidad de carga superficial o, = P - 7, (donde 7
es el vector normal unitario), y una densidad de carga volumétrica p, = —V - P. Utilizando estas

definiciones la ecuacién 5.13 se puede reescribir como:

1 1 )
V= 7t o’ — —/ 2 gz (5.14)
dmmeg Jg T dmey Jy T

Esto quiere decir que el campo eléctrico producido por un objeto polarizado es el mismo que
el campo producido por una densidad volumétrica de carga de polarizacién p, y una densidad
superficial de carga de polarizacion oy.

5.4. EIl campo de desplazamiento eléctrico

Para poder calcular en campo eléctrico total en un material dieléctrico, se debe considerar la
carga total del material, i.e la suma de las cargas de polarizacién mas las cargas libres:

p=py+pr (5.15)

Una vez obtenida la carga total en el material, el campo eléctrico se puede obtener utilizando la
ley de Gauss:
«V-E=p=p,+p;=-V -P+ps (5.16)
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Es conveniente combinar los términos de divergencia de la ecuacién 5.16 y obtener asi:
V- (eE+P)=py (5.17)

a la expresién en paréntesis egE + Pse le conoce como campo de desplazamiento eléctrico D, en
términos de este campo, la ley de Gauss se escribe como:

V.-D =py (5.18)
6 en su forma integral:
f D-da=Qy.,.

donde Q... denota la carga libre total que se encuentra dentro del volumen del dieléctrico.

5.5. Dieléctricos lineales

De la discusién anterior sabemos que la polarizacion se origina debido al alineamiento de dipolos
con el campo eléctrico externo aplicado. En varios casos, la polarizacion es proporcional al campo
eléctrico externo siempre y cuando no sea muy intenso:

P =¢x.E (5.19)

A la constante de proporcionalidad y. se le conoce como susceptibilidad eléctrica del medio, su
valor depende de la estructura microscépica de la sustancia en cuestién. A los materiales que
obedecen la ecuacién 5.19 se les conoce como dieléctricos lineales. Fn los medios lineales tenemos
que:

D= EoE +P= EoE + EOXeE = 60(1 + Xe)E (520)

por lo que en este caso, D también es proporcional a E:
D =c¢E (5.21)

donde € = ¢y(1+ x.), a esta nueva constante se le conoce como permitividad eléctrica del material.
Si se quita el factor de €g, a la cantidad adimensional que se obtiene, €, = 1+ x. = é,se le conoce
como permitividad relativa o constante dieléctrica del material. [4]

35



Capitulo 6

Métodos Experimentales

6.1. Expresion del canal Shaker IR en ovocitos

A partir del canal Shaker IR (GENEBANK: NM_206775.3) clonado en el plasmido! pGEMA,
se obtuvo el ARN mensajero correspondiente utilizando el kit de transcripcién in vitro T7 mMES-
SAGE mMACHINE (AM13C44, Austin, TX). Para ello el plasmido fue linearizado con la enzima
Not I y la transcripcién in-vitro se realizé siguiendo el protocolo sugerido por el proveedor. Para
su uso, el ARN mensajero fue resuspendido en agua tratada con DEPC quedando a una concen-
tracion final de 0.5-1 pug/uL.

Los ovocitos de la rana Xenopus laevis se extrajeron quirurgicamente, de acuerdo a los descri-
to por Goldin en [23]. Las células foliculares de los ovocitos fueron removidas enziméticamente
por un tratamiento con colagenasa en OR2 (OR2 contiene (mM): 82.5 NaCl, 2 KCI, 1 MgCls, 5
HEPES a pH 7.5 NaOH) a una concentracién de 1.41 mg/mL.

Una vez defoliculados los ovocitos se incubaron a 18 °C en la solucién ND96(ND96 contiene (mM):
96 NaCl, 2 KCI, 1.8 CaCls, 1 MgCl,, 5 HEPES, 2.5 piruvato, 20 ug/mL de gentamicina a pH
7.5, NaOH.)

De 1-5 hrs después del tratamiento, los ovocitos fueron inyectados con 18nL de ARN mensajero,

utilizando un injector Nanostepper (Drumond Scientific Co., Broomall, PA). Los experimentos de
patch-clamp se efectuaron de 1-3 dias después de la inyeccién.

6.2. Soluciones y registros de patch-clamp

Se realizaron registros de corrientes iénicas macroscépicas del canal Shaker IR en parches de
membrana de ovocitos de rana Xenopus laevis, utilizando la técnica de patch-clamp.

Las configuraciénes utilizadas en todos los experimentos fueron inside-out o cell-attached (Ver
figura 3.2.1).

Las soluciones utilizadas en los registros fueron:

1Un pldsmido es una molécula de ADN circular que se replica y se transcribe de manera independiente al ADN
cromosomal. Debido a que son elementos genéticos transferibles pueden utilizarse para clonar, replicar y expresar
genes particulares.

36



CAPITULO 6. METODOS EXPERIMENTALES

Solucién del bano Solucion de la pipeta
130mM K Cl 60 mM KCI

30 mM HEPES 30 mM HEPES

10 mM EDTA 10 mM EDTA

70 mM NMDG/Asp

Las micropipetas utilizadas en los experimentos se fabricaron con capilares de vidrio de boro-
silicato (Sutter Instrument, Novato, CA) utilizando el P-97 Flaming/Brown Micropipette Puller
(Sutter Instrument, Novato, CA). Las pipetas empleadas tenfan una resistencia de 1-3M ) y fueron
cubiertas con cera dental para reducir el componente lineal de las corrientes capacitivas.

Las corrientes i6nicas macroscépicas se obtuvieron utilizando un amplificador HEKA EPC-6 (HE-
KA Elektronik GMBH, Pfalz, Alemania). Los registros se adquirieron a 100kHz con el software
Patch-master (HEKA Elektronik GMBH, Pfalz, Alemania) y se filtraron a 10kH z utilizando un
filtro paso-bajo de Bessel. Se utilizé6 un protocolo? p/4 con un potencial de mantenimiento de
—90mV para sustraer la corriente de fuga y las corrientes capacitivas.

Para obtener cada registro se le aplicé a la membrana el protocolo de potencial mostrado en
la figura 6.1. Este protocolo se compone de 5 pulsos de potencial con las siguientes caracteristicas:

1. Primero se aplica un pulso de —90mV durante 100ms, esto asegura que los canales del parche
de membrana se encuentren en su estado cerrado.

2. El segundo pulso aplicado consiste en un despolarizacién de la membrana, i.e. se le aplica un
pulso de potencial positivo, con magnitud de 100mV . La duracién de este pulso es de 10ms
para asegurar que al término de este intervalo los canales del parche se encontraran en su
estado abierto.

3. El tercer pulso de potencial es una repolarizacion de la membrana, i.e. es un pulso de potencial
negativo, con magnitud de —90mV. A la duracién de este pulso se le conoce como intervalo de
repolarizacién; esta duracion varia en cada trazo del registro. En los experimentos realizados
la longitud del intervalo de repolarizacién toma valores entre 5us y 989,05us.

4. El cuarto pulso del protocolo nuevamente es una despolarizacién de la membrana, la mag-
nitud de esta segunda despolarizacion se varia en cada registro en un rango de 0 — 260mV..
La duracién de este pulso es de 10ms.

5. Se aplica un ultimo pulso de potencial negativo con magnitud de —90mV y duracién de
100ms, para que los canales del parche de membrana vuelvan a su estado cerrado.

La figura 6.2 muestra dos registros de corriente iénica macroscépica obtenidos aplicando el proto-
colo de potencial de la figura 6.1 a un parche de membrana en la configuracién inside-out.

Una vez obtenidos los registros, se analizé cada trazo para obtener el valor de la constante de
apertura del canal a distintos potenciales de membrana y distintos intervalos de repolarizacion.
El andlisis de cada trazo consistié en ajustar una funciéon exponencial a cada uno de los trazos de
corriente en los registros. En el caso de registros obtenidos a potenciales de membrana de hasta
180mV (como el mostrado en la figura 6.2 (b)), se ajusté una funcién exponencial de la forma
3.22 a la parte del trazo de corriente que corresponde al segundo pulso despolarizante, obteniendo
asi la constante de apertura del canal para ese potencial de membrana e intervalo de repolarizacion
especificos. En el caso de registros obtenidos a potenciales de membrana a partir de 200mV, se
ajusté una suma de funciones exponenciales (cada una de la forma 3.22) a la parte del trazo de
corriente que corresponde al segundo pulso despolarizante, tomando como constante de apertura
del canal a la funcién exponencial con exponente mayor (la que describe el componente rdapido de

2En un protocolo de sustraccién p/4, cada pulso de voltaje aplicado(pulso de prueba) es precedido por 4 pulsos
de voltaje de leak con amplitud 1/4 del pulso de prueba (tomado a un potencial en el que no se observan corrientes
activadas por potencial). En este protocolo se promedian las 4*1/4 sefales y se sustraen de la sefial de corriente de
interés, aislando la corriente iénica del canal.
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50 Qe | _‘

20.0mms L_

Figura 6.1: Protocolo de potencial utilizado en los experimentos de patch-clamp. Primero
se aplica al parche un pulso de potencial de —90mV durante 10ms, seguido de una depolarizacién
de 100mV con duracién de 10ms. Al término del pulso positivo, se aplica un potencial de —90mV
con una duracién variable. Después se aplica de un pulso de potencial depolarizante de amplitud
variable, en este caso la amplitud es de 260mV’, durante 10ms. Por ultimo, el parche se regresa a
—90mV. La figura muestra dos pulsos, con distintos intervalos de repolarizacién, el trazo punteado
muestra un pulso con un intervalo de repolarizacién maés corto.

I [nA]
|

1 [nA]
o

0.00 0.05 0.10 0.15 0.00 0.05 0.10 0.15

Figura 6.2: Registros de corrientes iénicas en el canal Shaker wt obtenidos utilizando
el protocolo de potencial que se muestra en la figura 6.1. La parte (a) corresponde a un
protocolo con una segunda despolarizacién de magnitud 260mV’, mientras que la parte (b) muestra
un registro obtenido a un protocolo donde la segunda depolarizacion tiene un valor de 100mV.

la transicién).

La figura 6.3 muestra el ajuste exponencial realizado para el analisis de datos en dos trazos toma-
dos de los registros mostrados en la figura 6.2. Al trazo mostrado en la parte (a) se le ajusté la
suma de dos funciones exponenciales, mientras que al trazo mostrado en la parte (b) solamente se
le ajusté una funcién exponencial de la forma 3.22. Todo el andlisis de datos fue realizado con el
software IgorPro (Wavemetrics Inc., Portland, OR).
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Figura 6.3: Ajuste exponencial realizado para obtener el valor de la constante de ve-
locidad de apertura del canal Shaker IR.(a) Trazo de corriente obtenido para una segunda
depolarizacién de 260mV con un intervalo de repolarizacién de 37,15us. (b) Trazo de corriente ob-
tenido para una segunda depolarizaciéon de 100mV con un intervalo de repolarizacién de 37,15us.
La funcién exponencial ajustada a cada trazo se muestra en verde. (¢)(d) Vista cercana de la
regién de ajuste de la funcién exponencial en el trazo.
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Capitulo 7

Resultados

7.1. Mediciones experimentales

De acuerdo a lo discutido en la seccién 3.3, la apertura de un canal puede ser descrita por
medio de una serie de estados discretos, que representan estados conformacionales en la proteina.
La cinética de la transicion entre cada estado es gobernada por la constante de velocidad de cada
transicion. Debido a que no se conoce con exactitud el nimero de estados que debe atravesar un
canal en su ruta de activacion, es dificil determinar en que estado se encontraré el canal después
de aplicarle un pulso de potencial. Sin embargo, se pueden tratar de aislar transiciones especifi-
cas utilizando los métodos descritos en la seccién 3.4. En particular si se utiliza un protocolo de
doble-pulso como el mostrado en la figura 6.1, se puede aislar eficazmente la transicién entre el
tltimo estado cerrado y el estado abierto del canal.

Para ejemplificar como se aisla la ultima transicién del canal, se puede pensar en un parche de
membrana al que se le aplica el protocolo de doble-pulso mostrado en la figura 6.1. Si se considera
que la ruta de activacién de cada uno de los canales del parche esta representada por el diagrama
de estados:

aq a (%)

donde A representa el estado mas cerrado del canal y D representa su estado abierto; B y C
corresponden a estados intermedios donde el canal todavia se encuentra cerrado (figura 7.11). En
el diagrama sélo se muestran las constantes de velocidad de apertura, ya que son las relevantes en
esta tesis.

Al aplicar el primer pulso despolarizante del protocolo mostrado en la figura 6.1, el canal pa-
sard del estado A hasta el estado D (figura 7.11 (a)), i.e. se abrird por completo. Luego, al aplicar
el pulso de potencial negativo, el canal comenzara a cerrarse como respuesta al cambio en V,,, sin
embargo, el estado en el que se encuentre el canal después de este pulso, dependera de la dura-
cién del intervalo de repolarizacién; si el intervalo de repolarizacién es lo suficientemente corto,
al término de este pulso el canal se encontrara en el estado C (figura 7.11 (b)); pero si es mds
largo el canal podrd regresar hasta el estado B 6 incluso cerrarse por completo (estado A). Al
aplicar el segundo pulso despolarizante del protocolo, el canal se reabrird, atravesando solamente
los estados faltantes para su activacién. Si antes de aplicar el dltimo pulso el canal se encontraban
en el estado C, el registro reflejard sélamente la cinética de la tltima transicién del canal (figura
7.11 (c¢)); en cambio antes de su reapertura el canal se encontraba en el estado B 6 A, el registro
reflejard la cinética de varias transiciones mezcladas.
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Gly) G(y)

Figura 7.1: Representacion esquematica de las transiciones sufridas por el canal como
respuesta a los cambios en V,,. (a) paisaje energético en la que se difunde la particula de
compuerta. (b) Al aplicar el primer pulso de potencial despolarizante, los canales pasardn de
su estado cerrado, A, al abierto, D. (¢) Como respuesta a la repolarizacién de la membrana, el
canal comenzard a regresar a su estado inactivado. A intervalos de repolarizacién méas cortos, el
canal se mantendrd en estados mds cercanos al abierto. (d) Si el intervalo de repolarizacién es
suficientemente corto, la ultima despolarizacion de la membrana hard que el canal pase del tltimo
estado cerrado al abierto.

Entonces, para medir de manera precisa la constante de velocidad apertura de la dltima transicién
del canal, a3, es necesario considerar las mediciones que se obtengan del andlisis de registros con
intervalos de repolarizacién cortos. Mediciones de «, obtenidas de registros con intervalos de repo-
larizacion mas largos, no reflejaran la cinética de una séla transicion, mas bien, seran una mezcla
de as y a3 6 incluso de ag, as v ag.

Aunque el protocolo de doble-pulso utilizado en los experimentos, tiene intervalos de repolarizacién
con valores entre Hus y 989,05us, no todos estos registros se encuentran dentro de la resolucién de
un experimento de patch-clamp. Si se recuerda, la resolucién de un experimento de patch-clamp
esta limitada por el filtrado de las senales de corriente. Para que un registro se encuentre dentro
de la resolucién del amplificador, es necesario que su intervalo de repolarizaciéon sea mayor que
el tiempo de subida del filtro. En este caso los registros de corrientes iénicas macroscépicas se
adquirieron a una frecuencia de 100K H z y fueron filtrados a 10K H z, de acuerdo con la ecuacién
(3.8) esto corresponde a un filtro con una frecuencia de corte efectiva de:

1 1 1 101
f2 (100 %103)2 (10 103)2 (10 = 100)
= fc =

v101s

Una vez obtenida la frecuencia de corte f., se puede calcular el tiempo de subida del filtro, T,
utilizando la ecuacién (3.10):

70,3321 03321« (101)
e 10°

= 33,3Tus (7.2)
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Los registros cuyos intervalos repolarizacién menores 6 iguales a 33,37useg no podran ser consi-
derados debido a que se encuentran por debajo de la resolucién de los filtros en el amplificador.

Utilizando la metodologia descrita en la seccién 6.2, se registraron las corrientes idnicas macroscopi-
cas del canal Shaker IR. Todos los registros se obtuvieron utilizando el protocolo de doble-pulso
descrito a detalle en la seccién 6.2. La figura 7.2 muestra las corrientes iénicas macroscépicas
registradas en un solo parche de membrana en la configuracién inside-out, usando protocolos con
distintos valores del segundo pulso despolarizante, V;,,. La escala de las figuras es tal que se mues-
tra con mayor detalle la parte del registro correspondiente al curso temporal de las aperturas del
canal. Los registros sélo muestran los trazos obtenidos a intervalos de repolarizacién de 30.95,
64.19, 113.11 y 276.02 us.

2+ 2 I
14 14
-1 - -1 4
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T T T T
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o
|
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.
-2nA — 2
T T T T T T T T T
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4nA —
3
2 -
= o
14
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(€) Vin = 260mV

Figura 7.2: Registros de corriente iénica macroscépica a distintos valores de potencial
de membrana. Todos los registros se obtuvieron con un protocolo de doble-pulso como el mos-
trado en la figura 6.1, los valores del segundo pulso despolarizante, V,,, varian de un registro a
otro.

Los registros se analizaron conforme a lo descrito en la seccién 6.2, para obtener los valores de
la constante de velocidad de apertura del canal a. La figura 7.3 muestra graficamente el valor
promedio de «, obtenido de registros de 10 parches de membrana, como funcién del intervalo de
repolarizacién.
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—V=0mV
—V=20mV
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Figura 7.3: Mediciones de la constantes de velocidad de apertura del canal en funcién
del intervalo de repolarizacién. (a) Promedio de « obtenido de registros con distintos intervalos
de repolarizacién, cada trazo corresponde a un valor de V,,, fijo. (b) Algunos trazos representativos
de la parte a de la figura. Los trazos corresponden a valores de V,,, = 0,40, 100, 180, 220, 260mV

Como se menciond anteriormente las mediciones de a que corresponden a la iltima transicién
del canal, son las que se obtuvieron a intervalos de repolarizacién més cortos. Las mediciones que
cumplen con este criterio y que se encuentran dentro de la resolucién del amplificador de patch-
clamp son las correspondientes a los intervalos de repolarizacién de 37.15, 44.58 y 53.49 us.

Ya que se cuenta con mediciones de « a distintos V,,, se puede analizar la voltaje-dependencia de
la constante de velocidad de apertura del canal. La figura 7.1 muestra la dependencia de « en V,,
para distintos intervalos de repolarizacién.

En la figura 7.1b se observa que el valor de o medido a intervalos de repolarizacién de 30.95,
37.15, 44.58 y 53.49 ps varia muy poco, indicando que la constante de velocidad de apertura me-
dida a estos intervalos correponde a la constante de velocidad que describe la cinética de apertura
de la iltima transicién de canal. De estas cuatro mediciones de «, se puede considerar que la més
confiable es la que corresponde a un intervalo de repolarizacién de 37.15us, ya que se encuentra
dentro de la resolucion del experimento y representa un valor intermedio entre o a 30.95 us y «
a 44.58us.
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Figura 7.4: Voltaje-dependencia de la constante de apertura del canal. (a)Valores a en
funcién de V,,, dependiendo de la duraciéon del intervalo de repolarizacién, las constantes de
velocidad de apertura reflejan de cinética de una o varias transiciones. (b)Valores de la constante
de velocidad de apertura del canal para intervalos de repolarizacién cortos dentro de la resolucién
del experimento.

La expresién de Arhhenius (ecuacién 3.22) utilizada generalmente en los modelos de Markov para
calcular las constantes de velocidad de apertura de un canal, predice una dependencia exponencial
en el voltaje para la constante de velocidad de apertura del canal (ver seccién 3.3) . Al ajustar una
funcién exponencial de la forma (3.22) a las mediciones obtenidas de la constante de velocidad
de apertura de la dltima transicién del canal (figura 7.1b), se observa que este modelo ya no es
suficiente a valores de V,,, mayores a =~ 140mV . La figura 7.5 muestra el ajuste de una exponencial

de la forma
a(Vy) = a(0)e?Vm/ksT (7.3)

a las curvas de o mostradas en la figura 7.1b. En la ecuacién (7.3), a(0) corresponde a la constante
de velocidad de apertura de la dltima transicién del canal a 0mV', z es un pardmetro que representa
la cantidad de carga que se mueve en la transicién, kg es la constante de Boltzmann y T es la
temperatura, que en este caso su valor es de 20°C En la figura 7.5 se puede observar que el
comportamiento de la constante de velocidad de apertura de la ultima transicion del canal, a*, a
potenciales de membrana mayores a &~ 140mV no puede ser descrito en su totalidad por la ecuaciéon
de Arrhenius (7.3). Sin embargo, una funcién exponencial de la forma 7.3 modela correctamente la
voltaje-dependencia de a* a 37,15us hasta &~ 140mV. Ajustando una funcién de la forma (7.3) a
la dependencia en el potencial de membrana de la constante de apertura mostrada en la figura 7.5,
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Figura 7.5: Ajuste de una funcién exponencial de la forma a las curvas de la dependencia
en el voltaje de la constante de velocidad de apertura de la dltima transicién del canal

se pueden determinar los valores de la constante de velocidad de apertura de la dltima transicién
de canal a OmV | «(0), y la carga asociada a la transicién z. Estos valores son:

a(0) = 38534

(7.4)
z =0,3554 e

Como se ha mencionado anteriormente, usualmente el parametro z indica la carga que se mueve
en la tdltima transicién de canal. Sin embargo, z tiene un valor fraccionario, por lo que la interpre-
tacién correcta de este parametro desde el punto de vista fisico es pensar que z mide la longitud
del desplazamiento de la carga. Entonces si z = 0,3554, esto equivale a pensar que una carga
elemental ey se mueve una longitud equivalente a ~ % de la longitud total del canal.

Desde un punto de vista estructural, la apertura de un canal iénico activado por voltaje se encuen-
tra regulada por las interacciones del sensor de voltaje con el potencial de membrana. Experimen-
talmente no se observa ninguna alteracién funcional en el canal como consecuencia de los pulsos
extremos de potencial positivo aplicados a la membrana. Si en un experimento se le aplicaba a un
parche de membrana inicialmente 260mV , al aplicarle posteriormente 100mV, la cinética del canal
era normal, indicando que no sucedian cambios estructurales debido a las condiciones extremas a
las que se sometié el parche. Lo anterior sugiere que el mecanismo responsable de la disminucién
en la voltaje-dependencia de a a potenciales altos, es consecuencia de un mecanismo fisico.

7.2. Modelo Tedrico

Los modelos de Markov discretos para la activacién del canal (discutidos en la seccién 3.3) han
probado ser de gran utilidad para describir la cinética de apertura de un canal activado por vol-
taje. A pesar de las ventajas que ofrecen, el problema conceptual de estos modelos es que carecen
de una explicacién clara del origen fisico de los cambios conformacionales que forman parte del
proceso de apertura de un canal.
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Para poder explicar el origen microscépico de los cambios conformacionales en el canal, en es-
ta tesis se propone utilizar un modelo para la apertura de un canal basado en la teoria de difusién
de Kramers [21] para reacciones quimicas. Este tipo de modelos ha sido aplicado con anterioridad
para modelar el mecanismo de activacién de un canal [17] con buenos resultados.

La base del modelo utilizado en esta tesis para describir la apertura de un canal, es proponer
que su cinética de activacion es equivalente al movimiento de una particula Browniana, que se
difunde a través de una curva energética unimensional. A la particula Browniana se le denomina
particula de compuerta. Esta particula tiene una carga asociada y su movimiento esta influenciado
por la accién de un potencial eléctrico ¢(y). La interaccién entre la particula de compuerta y el
potencial eléctrico al que esta sujeta, modela la voltaje-dependencia de la apertura del canal.

El movimiento de la particula de compuerta representa los movimientos que el sensor de voltaje
de la proteina debe realizar para que el canal se active. Para describir en que parte del proceso de
activacién se encuentra el canal, se utiliza la coordenada de reaccién y, que en este caso describe
la posicién de la particula de compuerta en el canal. La coordenada y puede tomar cualquier valor
en el intervalo [0, L], donde L es la longitud del canal. Si la particula de compuerta se encuentra
en y = 0, el canal se encuentra en el estado cerrado; conforme la particula de compuerta se va
moviendo en el canal, este va transitando por una serie de estados intermedios hasta llegar a su
estado abierto, que sucede cuando la particula de compuerta alcanza la posicién y = L.

El paisaje energético en la que se mueve la particula esta compuesta por una serie de barre-
ras energéticas. Esta serie de barreras modela las fluctuaciones térmicas que hay en el sistema,
asi como a las interacciones de corto alcance entre las moléculas que componen al canal y la
particula de compuerta que impiden su difusién.

El potencial eléctrico externo al que se encuentra sujeta la particula de compuerta correspon-

de al potencial eléctrico de la membrana, ¢(y). La figura 7.6 muestra una caricatura del modelo
propuesto en esta tesis para la activacién del canal.

u(y)

AG

0.00 1/3L 2/3L y L

Figura 7.6: Particula de compuerta que se difunde a través de una paisaje energético
U(y). Las barreras del paisaje energético tienen una altura AG. La energia del sistema esta dada
por U(y) = G(y) + z¢(y). Cuando la particula se encuentra en y = 0, el canal se encuentra en su
estado cerrado; al llegar la particula al punto y = yg, el poro del canal se abre.

En los canales idnicos activados por voltaje, las interacciones eléctricas en la proteina regulan su
activacién. Como se discutié en la seccién 3.1, no se conoce a detalle la estructura de los canales
de K, pero tanto estudios estructurales como funcionales sugieren que ademés de contener una
cavidad interna llena de agua, la proteina se compone de distintas clases de material polarizable
(dieléctrico). Todo lo anterior sugiere que el mecanismo fisico responsable de la disminucién de la
voltaje-dependencia de « es la polarizacién eléctrica.

En esta seccion se busca introducir un modelo que considere la influencia de la polarizacion eléctri-
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ca de la proteina en su constante de apertura, a potenciales de membrana muy positivos. Este tipo
de modelos se ha explorado poco, aunque existen ciertos precedentes, como el modelo propuesto
por Stevens (Ver referencia [24]), que propone agregar un término no lineal de la forma 3.17 a la
barrera de energia que debe vencer el canal para pasar de un estado a otro. A pesar de que la
ecuacion 3.17 describe correctamente la cinética de la apertura del canal a potenciales de mem-
brana mayores a ~ 140mV, posee la desventaja de ser un término determinado empiricamente
que no describe el origen de la polarizacion eléctrica en el canal.

7.2.1. Modelo para el paisaje energético que representa la activacion de
un canal

Como se discutié en la seccién anterior, el paisaje energético que debe atravesar una particula
de compuerta para que se active un canal, U(y), tiene dos componentes. Un término G(y) cuyo
origen fisico son las interacciones entre las moléculas del canal que se oponen al movimiento de
la particula; y un término energético, z®(y), que es la energia electrostética correspondiente a la
interaccién de las moléculas del canal (especificamente del sensor de voltaje), con el potencial de
membrana. Esto es:

Uly) = Gy) — 22(y) (7.5)

La forma exacta de G(y) no puede ser determinada por falta de conocimientos detallados de
la estructura de la proteina, sin embargo, parece razonable proponer que G(y) sea una funcién
periddica, ya que los canales son estructuras ordenadas compuestas por subunidades idénticas. Por
simplicidad, se elige que G(y) sea una funcién coseno,

6 = ~alcos () (7.6)

donde L es la longitud del canal, y la posicién de la particula de compuerta, y |A| la amplitud de
la funcién. La figura 7.7 muestra una gréafica de esta funcién.

G(y)

I T I
0.0 1/3L 2/3L L

Figura 7.7: Gréafica de G(y). Los minimos de esta funcién representan estados de equilibrio estable
estdticos, i.e en estos puntos la velocidad de la particula es cero y G'(y) = 0.

La funcién G(y) tiene 4 minimos, que corresponden a estados de equilibrio estético de la particu-
la de compuerta. El canal se encontrard en su estado abierto cuando la particula de compuerta
alcance el punto yo = L, ya que en este punto, la particula de compuerta habra vencido la dltima
barrera de energia.

El movimiento de una particula Browniana bajo la accién de un potencial externo esta descri-
to por la ecuacién de Langevin (4.19). Aunque se encuentre en un estado estable y en ausencia de
una fuerza externa, la particula Browniana fluctuara alrededor del minimo del paisaje energético
como resultado de las propiedades estocésticas de la fuerza de Langevin. Por esta razoén, la proba-
blidad de que la particula Browniana cruce una barrera del paisaje energético, en ausencia de una
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fuerza externa, es distinta de cero. Lo anterior esta en acuerdo con el hecho experimental de que
los canales iénicos activados por voltaje se pueden abrir a un potencial de membrana de 0mV'.

De acuerdo a lo discutido en la seccién 4.2.1, la probabilidad de que la particula de compuer-
ta cruce una barrera energética por unidad de tiempo esta determinada por la ecuacién 4.29, que

en este caso es: 1

T

donde U(y) es el paisaje energético descrita por 7.5. Los puntos Ymaz ¥ Ymin corresponden a los
méximos y minimos de la funcién G(y) respectivamente.

a \/U//(ymm)|U//(ymam)|e—[U(ymaz)—U(ymm)]/kT (77)

Que la particula de compuerta cruce una barrera en el paisaje energético, equivale fisicamente
a que ocurra un cambio conformacional en la proteina que la lleve de un estado de equilibrio a
otro. En particular si se considera el movimiento de la particula de compuerta al cruzar la dltima
barrera del paisaje energético G(y), este corresponde al cambio conformacional final que lleva a la
proteina del estado cerrado al abierto.

La probabilidad, por unidad de tiempo, de que la particula de compuerta cruce una barrera en el
paisaje energético es precisamente la constante de velocidad de la transicion entre los estados de
equilibrio a ambos lados de la barrera. Entonces, la probabilidad por unidad de tiempo de que la
particula de compuerta cruce la iltima barrera en el paisaje energético, corresponde a la constante
de velocidad de la iltima transicion del canal o*.

Entonces si se tiene una expresién para la barrera energética del sistema 7.5, se puede calcu-
lar el valor de las constantes de velocidad de apertura que describen el proceso de activacién de
un canal iénico activado por voltaje, utilizando la ecuacion 7.7. Especificamente se puede calcular
1 valor de « correspondiente a la transicién entre el estado cerrado y el abierto (dltima barrera en
el paisaje energético).

El término energético correspondiente a las interacciones electrostaticas de la particula de com-
puerta con el potencial de membrana, se obtendra calculando el perfil de potencial eléctrico a lo
largo de la proteina. En la siguiente seccion se discute a detalle el calculo de este término y su
forma funcional.

Modelo de las interacciones electrostaticas de las moléculas del canal con el potencial
de membrana

El término z¢(y) en la ecuacién (7.5) corresponde a la energfa electrostdtica del sistema de-
bida a las interacciones eléctrostaticas entre la proteina y el potencial de membrana. Para poder
calcular este término, es necesario determinar la forma del campo y del potencial eléctrico a lo
largo de la proteina.

Al inicio del capitulo 5, se mencioné que como primera aproximacién al problema se puede conside-
rar que el campo eléctrico es constante a lo largo de una proteina y que los efectos de polarizacién
eléctrica son minimos; sin embargo, los resultados experimentales presentados en la seccién 7.1 su-
gieren que a potenciales de membrana superiores a 140mV, los efectos de polarizacién comienzan
a ser significativos.

Existen pocos modelos para la activacion de un canal dependiente del voltaje que consideren
la polarizacién eléctrica de la proteina, como el propuesto por Stevens en [24]. En este modelo
se le agrega un término no lineal a la energia libre del canal para describir la polarizacién de la
proteina (ecuacién 3.17). A pesar de que la ecuacién (3.17) describe correctamente la cinética de
la apertura del canal observada a potenciales de membrana mayores a 140mV, posee la desventaja
de ser un término determinado empiricamente que no explica con claridad el origen fisico de la
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polarizacién eléctrica del canal.

Estudios estructurales y funcionales de los canales activados por voltaje, sugieren que estan com-
puestos por distintas clases de material polarizable (dieléctrico) y que contienen una cavidad
interna llena de agua. En particular, los segmentos que forman el dominio de sensor de voltaje en
la proteina, tienen varios dipolos susceptibles de ser polarizados (ver seccién 3.1). Por lo anterior,
la presencia de un campo eléctrico externo en una proteina, induce una distribucién de cargas de
polarizacién en el canal; para calcular el campo eléctrico en la proteina es necesario considerar
esta distribucién de carga inducida. (capitulo 5)

Si se considera que la proteina esta compuesta por un material dieléctrico lineal, para calcular
el campo de desplazamineto eléctrico, D, se debe resolver una ecuacién de la forma (5.18). En este
caso cualquier posicién en la proteina se encuentra especificada por la coordenada y, y como la
unica fuente de campo eléctrico en la proteina son las cargas de polarizacion, la ecuacién (5.18)
para este caso es:

dD

— =0

dy
donde D = eE = €pe,. F, € es la permitividad del vacio y €, la constante dieléctrica de la proteina.

(7.8)

Hasta ahora no se tienen mediciones precisas de la constante dieléctrica de un canal iénico activa-
do por voltaje, sin embargo se ha reportado que puede tener valores desde 2 hasta 80 ([26], [25],
[27]). Estas discrepancias surgen debido a que un canal iénico activado por voltaje no tiene una
composicion uniforme; las hélices de los diferentes dominios del canal tienen cadenas laterales con
distintas cargas y la cavidad interna del canal esta llena de agua, ocasionando que la constante
dieléctrica del canal tenga valores diferentes en cada regién de la proteina.

En esta tesis se propone una constante dieléctrica para el canal, cuyo valor depende tanto de
la magnitud del campo eléctrico externo E, como de la posicién en el canal, y. Ya se han dado
argumentos para explicar que el valor de €, es distinto en diferentes dominios de la proteina, por
simplicidad se considera que €, depende linealmente de y. La observacion experimental de que sélo
a potenciales de membrana altos se observa el efecto de la polarizacién eléctrica, sugiere que e,
también debe depender de la magnitud de E. En la literatura se han reportado pocas formas fun-
cionales de la constantes dieléctricas dependientes de E, pero estudios recientes ([28], [29]) sugieren
que la dependencia de ¢, debe ser cuadratica en E. Tomando en cuenta estas consideraciones se
sugiere la siguiente forma funcional para €,

e = 20(1 — xyE?) (7.9)

Con base en los estimados existentes para ¢,., la ecuaciéon 7.9 considera que su valor maximo es 20.
Sin embargo, el comportamiento de la polarizacion en la proteina no depende del valor méximo
de €., ya que al resolver la ecuacion electrostatica 5.18, este valor sale de la derivada por que es
constante.

Sustituyendo la expresién (7.9) para €., en la ecuacién (7.8), se obtiene:
d 2
—[20e9(1 — xyE“)E] =0

dy

= d%[(l —xyE*)E] =0 (7.10)

en términos de potencial eléctrico ¢, la ecuacion C.12 es:
d dp\?\ [ —do
— 1-— — — =0 7.11
dy [( Xy<dy> ) ( dy (710
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. s . s B B N d. .z d
La ecuacién (7.11) es una ecuacién diferencial no lineal para ﬁ, donde la expresiéon para d—“iy) es
una funcién cubica. La solucién de la ecuacion diferencial es analitica si se aproxima la funcién

s . d .z sy o . e
ctibica en 22 por una funcién cuadratica. Las condiciones de frontera utilizadas para resolver 7.11

dy
son:
$(0) =0
¢(L) =Vn

donde L es la longitud del canal y V;, el potencial de membrana'.

(7.12)

De acuerdo a lo discutido en la seccién 3.3, por convencién se toma que el potencial en la ca-
ra intracelular de un parche es ¢ = V,,, mientras que en la cara extracelular ¢ = 0. Como se
puede ver en la ecuacién 7.12, las condiciones de frontera utilizadas para resolver la ecuacién elec-
trostética estan al revés. Las condiciones (7.12) se utilizaron en el modelo tedrico ya que facilitan
los célculos, sin embargo, son completamente equivalentes a las condiciones tradicionales si se
considera que la carga que se mueve en el canal es negativa.

Al resolver? la ecuacién 7.11 con las condiciones de frontera 7.12, se obtienen las siguientes expre-
sione spara el campo eléctrico, F, y el potencial eléctrico, ¢:

Vi BPVEN2

FE =
L 212
V. V2X1/2 o (7.13)
gb(y) = Y- %y /
L 31/2],

Las figuras 7.8 y 7.9 muestran el campo eléctrico, F, y el potencial eléctrico, ¢; para potenciales
de membrana, V,,, en un rango de 0 — 260mV . Estos valores se obtuvieron considerando que la
longitud de un canal es L = 3 x 10™?m y su polarizabilidad es x = 225 x 107!%. Una vez que
se tienen los valores de E, se puede determinar ¢, la figura 7.10 muestra una grafica de € para
distintos valores de potencial de membrana.

———V/=20mV

V=40mV
0.14 —V=60mV
——V=80mV

—V=100mV

0.12 -] —v=120mv

—V=140mV

——V=160mV

V=180mV

0.10 V=200mV

—V=220mV
—V=240mV
——V=260mV

0.08 —

[\Y]

T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5%10°
y [m]

Figura 7.8: Potencial Eléctrico para distintos valores del potencial de membrana

1El potencial de membrana corresponde al valor del segundo pulso despolarizante en los experimentos
2Los detalles de la solucién de esta ecuacién se muestran en el apéndice C.
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Figura 7.9: Campo Eléctrico para distintos valores del potencial de membrana
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Figura 7.10: Permitividad eléctrica para distintos valores del potencial de membrana

7.2.2. Calculo de la constante de velocidad de apertura de la tultima
transicion del canal

Para poder calcular las constantes de apertura de un canal utilizando la expresién 7.7, es
necesario conocer la forma del paisaje energético del sistema. En la secccion anterior se discutié la
forma de cada uno de los términos de la ecuacién 7.5, dando como resultado la siguiente expresién
para la enegia del sistema:

67y Vin Vrixl/Z
U(y) = —|A|COS (L) — Ty + Wy3/2 (714)

donde L = 30 x 10719 es la longitud de canal, y = 225 x 10710 es el valor del pardmetro de
polarizabilidad considerado en el modelo, |24] es la amplitud de la barrera de potencial y V,,, es el
potencial de membrana. La figura 7.11 muestra una representacién a escala del paisaje energético
dado por la ecuacién (7.14) para distintos valores de V.
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Figura 7.11: Paisaje energético en el que se difunde la particula de compuerta para
distintos valores de V,,. Se puede observar que la inclinacién de labarrera de energia G(y),
varia dependiendo del valor de V,,, debido a esto, la tasa de escape de las particulas de una
barrera en U(y) es distinta para valores distintos de V,,,.

Ahora, para calcular la cinética de la transicién entre cada uno de los estados estables de la
curva de energia 7.14, se utiliza la expresién 7.7, que para este caso es:

1

a:m

VU Yin) [T (Ymag) eV maz) =0 lmaml/KE (7.15)

donde U esta dada por 7.14. Al calcular la segunda derivada de U(y), se observa que los términos

de U"” (y) dependientes de V},, son muy pequenos en comparacién con |A| (6%)2 cos (7%) por lo que

su efecto puede ser despreciado, dando como resultado la siguiente expresion para las constantes
de velocidad de las transiciones entre estados estables del canal:

1 A - z
— LS;TB e k2TA+ﬁ[¢'(y7naw)7¢(ynﬂn)] (7.16)

Para poder determinar « se necesita conocer el valor de la constante de friccion viscosa, 8. Es bien
conocido que para una particula esférica, 8 depende del radio de la particula, r y de la viscosidad
, 1, del medio donde se mueve:

B = 6mnyr (7.17)

La longitud de un canal iénico activado por voltaje es L = 3x10?m, por lo que es razonable suponer
que el radio de una particula que se difunde en la proteina es r = 3 x 10~ m, ya que la proteina
puede ser vista como un medio acuoso, se le atribuye la viscosidad del agua n = 1,002 x 1073%,
con estas consideraciones el valor 3 se vuelve:

B = 6m(3,006 x 10~'%) (7.18)

La amplitud de la barrera de potencial, 24, se escoge tal que el valor de la constante de velocidad
dada por la ecuacién 7.16 para ¢(y) = 0 coincida con el valor medido experimentalmente de a* a
0mV . Dando como resultado:

|A| = 9,085k5T (7.19)

De acuerdo a lo discutido en la seccion 7.1, experimentalmente determiné que en la tltima tran-
sicién del canal, se desplaza una carga elemental ,eq, una distancia de L/3, en el caso del modelo
experimental se esta considerando que la particula de compuerta cargada debe desplazarse L/6
durante esta 1ltima transicién, por lo que se considera para el modelo un valor de:

z = 2eq (7.20)
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donde eg representa el valor de una carga elemental.
Utilizando los pardmetros definidos en las ecuaciones (7.20), (7.19) y (7.18), se obtiene que la
expresién para la constante de velocidad de transicién de la iltima transicién del canal es:

o* (Vi) = 407,746042 x 10% 181714071016 (W maz) =@ (ymin)] (7.21)

La dependencia de o* en V,,,, esta implicita en el potencial eléctrico ¢(y), ya que este serd distinto
para distintos valores de V,,. La figura 7.12 muestra los valores de a*, obtenidos a partir de la
expresion 7.21 para distintos valores de V,,,. Se puede observar que el modelo teérico predice cua-
litativamente y cuantitativamente el comportamiento de o* observado experimentalmente, ya que
a valores grandes de potencial de membrana, la dependencia de a* en V,,, deja de ser exponencial.

25x10°

20

1 T T T T T
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25
¢ V]

Figura 7.12: Grafica de las funciones ¢g(E) y h(F) en la regién de interés. Esta grafica se
obtuvo paray=1,y=L, C =0.

La comparacién de los valores de a* (figura 7.1b) medidos, con los predichos por el modelo (figura
7.12) se muestra en la figura 7.13. En esta figura se puede observar que le modelo tedrico predice
de manera razonable el valor de o* en un rango de potenciales de membrana entre 50 y 260mV’.
Se puede inferir que a potenciales de membrana menores a 50mV’, los efectos de la polarizacion
elécrica son minimos, ya que el modelo tedrico no predice correctamente el comportamiento de o*
en esta regioén.

— medicién experimental

25x103 - = modelo tedrico

_ 20
‘o,

3 154

104

5 —

I [ [ [ I [
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25
¢ [V]

Figura 7.13: Valores de a* medidos a un intervalo de repolarizaciéon de 37,15us, para
distintos potenciales de membrana, comparados con los valores calculados utilizando
la ecuacién (7.7).
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Conclusiones

En esta tesis se obtuvieron mediciones de la constante de velocidad de apertura de la ultima
transicion de un canal iénico dependiente del voltaje; a partir de registros de corrientes i6nicas
macroscopicas obtenidos utilizando la técnica de patch-clamp. Los datos se obtuvieron en un rango
de potenciales de membrana entre 0 y 260mV . Los modelos tradicionales para la activacién de un
canal, sugieren que la constante de velocidad de apertura de la tdltima transicién del canal, a*,
depende exponencialmente en el potencial de membrana, V;,, de acuerdo a la ley de Arrhenius;
sin embargo, las mediciones de a* obtenidas en esta tesis muestran que esto no se cumple para
valores de V,,, mayores a =~ 140mV.

En esta tesis se propone que los efectos de polarizacién eléctrica de la proteina son los responsa-
bles de la disminucién de la voltaje-dependencia de o* a V,,, > 1. Para cuantificar estos efectos se
resolvié una ecuacién electrostatica que permite conocer el valor del campo eléctrico y el potencial
eléctrico a lo largo de la proteina. Se consideré que la constante dieléctrica de la proteina depende
tanto de la posicién en el canal, y, como de la intensidad de campo eléctrico aplicado.

El proceso de activacion del canal se model6 utilizando un modelo similar al propuesto por Kra-
mers en [21], para reacciones quimicas. Este tipo de modelo tiene la ventaja de explicar el origen
microscépico de los cambios conformacionales en el canal, ya que considera las interacciones mas
relevantes del sensor de voltaje con el sistema. En este modelo, el movimiento del sensor de voltaje
que produce la activacion del canal, se representa por el movimiento de una particula de compuerta
cargada que debe difundirse por un paisaje energético. El paisaje energético en el que se difunde
la particula, esta formado por un conjunto de barreras de potencial que representan las interac-
ciones de corto alcance entre la particula de compuerta y las deméas moléculas que constituyen al
canal; este conjunto de barreras se ve modificado por la presencia de un potencial externo . Este
potencial externo corresponde al potencial eléctrico calculado tomando en cuenta los efectos de la
polarizacién el la proteina.

Los valores de a* calculados utilizando el modelo teérico planteado, concuerdan cualitantiva-
mente y cuantitativamente con las mediciones de a* obtenidas experimentalmente en un rango de
potenciales entre 50mV y 260mV . Lo anterior sugiere que los efectos de polarizacién de la proteina
son significativos y que contrariamente a lo que se creia, tienen una influencia en la cinética de
apertura del canal.
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Apéndice A

Representacion de listones de la
estructura de una proteina

Las protefnas son macromoléculas biolégicas compuestas por cadenas polipeptidicas!. Cada
aminodacido de la cadena posee una estructura principal y un grupo funcional proyectado lateral-
mente. En total existen 20 tipos distintos de grupos funcionales, cada uno con distinto tamano
y composicion quimica. Una vez sintetizada, una proteina debe doblarse para ser funcional. Las
cadenas laterales de un aminoécido tienen un papel importante en el plegamiento de una proteina,
estas crean enlaces de hidrégeno entre los péptidos de la cadena principal, enterrando las cadenas
laterales no-polares de la proteina dentro de su estructura y lejos del agua, formando asi estruc-
turas secundarias tridimensionales conocidas como a-hélices y hojas-.

Para representar la estructura tridimensional de una proteina se utilizan caricaturas conocidas
como diagramas de listones. Un diagrama de listones se genera interpolando una curva suave al-
rededor de de la cadena principal de polipéptidos de la proteina. Las a-hélices se representan por
medio de listones enroscados, mientras que las hojas- son flechas, las lineas o tubos delgados re-
presentan bucles (Figura A.1 (a)). En este tipo de diagramas los listones muestran la organizacién
y orientacién general de la cadena principal de péptidos de una proteina, a estos se les pueden
agregar detalles de la estructura atémica de la proteina (Figura A.1 (b)) y las cadenas laterales
de los aminodcidos (Figura A.1 (c)).

(a) Triosa isomerasa P (b) Dimeros de CuzZn su- (C) Quimera del canal Kv2.1 con la

perdxido dismutasa paleta del sensor de voltaje de Kv1.2

Figura A.1: Diagramas de listones de distintas proteinas. (Figuras a, b tomadas de [30].
Figura ¢ tomada del PDB: 3LNM)

1Un péptido es un polimero corto formado de aminodcidos unidos por medio de enlaces peptidicos.
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Apéndice B

Teoria de Probabilidad

B.1. Variables Aleatorias

Al repetir un experimento cuyo resultado es aleatorio en un ensamble compuesto por N sistemas
idénticos, se obtiene un conjunto de valores:

£I7§2a"'a§N (Bl)

Para asociarle un namero real a cada resultado se utiliza una variable aleatoria. Las variables
aleatorias pueden ser discretas, si sélo pueden tomar valores enteros; 6 continuas, si pueden tomar
un continuo de valores distintos.

Si al realizar el experimento aleatorio en un ensamble, el resultado £ es menor 6 igual a un cierto
valor x en M de los N sistemas del ensamble, al nimero de casos para los cuales & < x se le conoce
como frecuencia relativa M/N. En el limite cuando N — o0, la frecuencia relativa se convierte en
P(¢ < ), que es la probablidad de que la variable aleatoria adquiera un valor menor 6 igual a x.
P(¢ < x) debe ser una funcién no decreciente en x con la propiedad de que P(§ < c0) = 1.

Aunque el valor numérico de &1, &s, ... no se puede predecir, existen cantidades predecibles en un
ensamble cuando el nimero de sistemas que lo componen, N, tiende a infinito. A estas cantidades
se les conoce como valores esperados y estan definidas como:

) = T —[f(E2) + .+ FEn)] (B.2)

N—oco N

donde f(&) es una funcién arbitraria. Si se considera que la funcién en B.2 es la funcién de Heaviside
definida por:

1 x>0
J©=0@-€; O@={1/2 si =0 (B.3)
0 <0

se obtiene que:
P(¢ <x)+ (1/2)P(€ = 2) = (B(x - €))
= Jim [O(z — &) + ... + Oz — &N)]/N (B.4)
= A}g}(l)oM/N:P(f <)

A partir de la ecuacién (B.4) se puede definir a la funcién densidad de probabilidad de una variable
aleatoria, We(x), como la derivada de P con respecto a z:

d d
W&(I):%P(ESI): I

©@-0) = (106-0)=ba-) B3
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Entonces la probabilidad dP, de que la variable aleatoria £ tome un valor numérico en el intervalo
x <& < x4 dx sera:

P<z+dr)— Pl <z)= %P(f < z)dx = We(x)dz (B.6)

Para variables aleatorias continuas, We(z) usualmente es una funcién suave. Mientras que para
variables discretas We(x), se compone de una suma de funciones delta:

We(x) = pnd(x — 2n) (B.7)

donde p,, = P(§ = x,), es la probabilidad de que la variable aleatoria tome el valor discreto x,,.

Las propiedades estadisticas de una variable aleatoria £ estan completamente determinadas por
su funcién de densidad de probabilidad. Esto se debe a que cualquiera de los valores esperados de
un ensamble puede ser determinado integrando We:

() = < / f(x)5(x€)dx> - [ 106 -e) = [ s (B.5)

Probabilidad condicional

Si se considera un conjunto de r variables aleatorias &1, ..., ¢, donde las dltimas r — 1 variables
toman un valor fijo & = z9,...,& = x,, se obtiene una cierta densidad de probabilidad para la
primera variable aleatoria &;. A esta densidad de probabilidad se le conoce como probabilidad
condicional:

P(z1|z2, ..., xr) (B.9)

Evidentemente la probabilidad W,.(z1, ..., 2, )dx;...dz, de que las variables aleatorias tomen valores
dentro del intervalo z; < & < z;+dx; es la probabilidad de que la primera variable £; se encuentre
dentro del intervalo x1 < & < x7 + dxr; mientras que las variables restantes adquieran valores
& = x;i(i = 2,...,7), multiplicada por la probabilidad W, _; (22, ...,z,) de que las r — 1 variables
restantes adquieran valores en el intervalo x; < & < x; + dw; (i = 2,...,7), i.e.

W (z1,...,x,) = P(z1|z2, ..o ) W1 (22, ..y 24) (B.10)

Y ya que se puede obtener la densidad de probabilidadad de las primeras ¢ < r variables aleatorias
integrando sobre las otras variables:

Wi(SCl,...,J}i) :/.../WT($17...,l’i7l’i+1,...,Ir)dl‘i_i_l...dlﬂr (Bll)

con esto se puede reescribir la ecuacién (B.10) como:

W'r‘(xlw'wx’r‘) _ Wr(l.la"‘vxr)
Wei(zo,yzy) [ We(z1, .oy 2y )day

P(zi|za,.yxy) = (B.12)

Para el caso de dos variables aleatorias, a la densidad de probabilidad condicional en términos de
Ws, se le conoce como densidad de probabilidad conjuntas:

_ Wa(wy, 20)
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Elt)
)

Figura B.1: Variable aleatoria dependiente del tiempo

B.1.1. Variables aleatorias dependientes del tiempo

Existen ciertas variables aleatorias £ cuyo valor depende del tiempo ¢, i.e., & = £(t). Por ejemplo,
si se considera un ensamble de sistemas en los cuales se realiza la misma medicién en distintos
instantes de tiempo, el resultado en cada sistema, estard descrito por la variable aleatoria £(¢). La
figura B.1 muestra un conjunto de valores posibles de £ para distintos instantes de tiempo.

Ya que el resultado del experimento es aleatorio, no puede predecirse para un solo sistema del
ensamble, pero se puede calcular su valor promedio en un instante de tiempo fijo ¢ = t;. Para esto
se define una densidad de probabilidad:

Wi(zy,t) = (6(z1 = £(t))) (B.14)

Wi(x1,t)dz; es la probabilidad de que la variable aleatoria £(¢1) tome un valor en el intervalo
21 < &(t1) < x1 + dxq en el instante de tiempo ¢;. Tambien se puede calcular la probabilidad de
que la variable aleatoria £(t) tome un valor x; < £(t1) < x1 + dx1 al tiempo ¢;, mientras que al
tiempo to su valor sea xo < {(t2) < xo+dxs,..., y al tiempo t,, tome un valor z,, < {(t,) < x,+dzy,.
Esta probabilidad esta determinada por la funcién de densidad de probabilidad:

W @p, ty;..; 21, t1)dxy .. day, (B.15)
haciendo una analogia con la ecuacién B.5, W,, esta dada por:

W (@, tn; 21, t1) = (0(x1 — £(t1))-.0(x0n — &(tn))) (B.16)

Una vez determinada la densidad de probabilidad descrita por la ecuacién B.16, para cada t; en el
intervalo de tiempo tg < t; < to+ T, se conoce por completo la dependencia temporal del proceso
descrito por la variable aleatoria £(t) en el intervalo [to,to + 7. Integrando W, (2, tn;...; x1,t1)
se pueden obtener todos los valores promedio del proceso. Por ejemplo, utilizando la funcién de
distribucién, se puede definir una funcién de correlacién (£(¢)£(¢')) como:

(€(t2)&(t1)) ://$2331W2($27tz;whh)dwzdﬁ (B.17)

Al conjunto de valores que puede tomar la variable &, se le conoce como proceso estocésico.

B.1.2. Clasificacién de los procesos estocasticos

En el caso de las variables aleatorias dependientes de tiempo, la densidad de probabilidad
condicional se define como la densidad de probabilidad de la variable aleatoria & al tiempo t,,
bajo la condicién de que la variable aleatoria al tiempo ¢, < t,, tenga el valor x,_1; al tiempo
tn—o < t,—_1 tenga el valor x,,_o, ... ; y al tiempo t; < t5 tenga el valor x;:

P(zp,tn|en—1,tn—1; 521, 01) = (6(Tn — @)D e(tn_1)=2n_1....6(00) =21

(B.18)
ty >tp_1>...>1
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Andlogamente a la ecuacién (B.12) se puede expresar la densidad de probabilidad condicional en
términos de W,, de la siguiente manera:

Wn(xn7tn§~~;x1at1) _ Wn(xn7tn;~-~;xlut1)
Wn_l(ﬂin_l, tn—1§ s L1, tl) f Wn(.’lﬁytn; ey L1,y t1)d$n

P(xnvtn‘xnflatnfﬁ~~~§x17t1) = (Blg)

Utilizando la expresién (B.12), se puede escribir la probabilidad condicional (B.19) como:

Wn(xn,tn;...;xl,tl) _ Wn(xn,tn;...;xhtl)
Wn—l(xn—ly tn—l; <5 L1 tl) f Wn(xnu tn; -~y L1, tl)dxn
(B.20)
Los procesos descritos por la variable aleatoria &, se pueden clasificar de la siguiente manera:

P(xn,tn|xn,1,tn,1; ...;l’l,tl) =

= Procesos aleatorios puros: Un proceso es puramente aleatorio si su densidad de probabilidad
condicional P, (n > 2 arbitraria) es independiente de los valores z; = £(¢;)(i < n) que la
variable aleatoria toma en un tiempo anterior t; < t,

P(xp, tp|Tn—1,tn-1;.-;21,t1) = P(xpn, tn)- (B.21)
Se sigue entonces que
Wi (@, tn; o 21,t1) = P(@n, tn ) Wa—1 (X1, tr—1; -; 21, 11) (B.22)
Y si se aplica el mismo argumento ahora para W,,_1, etc. se puede factorizar W,, como:
Wo@p,tn; s x1,t1) = P(ap, ty)...P(z1,t1) (B.23)

De acuerdo a la ecuacién (B.23), la informacién completa del proceso esta contenida en
P(x1,t1) = Wi(x1,t1). Para los sistemas fisicos donde la variable aleatoria £(t) es una
funcién continua del tiempo, la variable aleatoria en dos tiempos arbitrariamente cercanos
tn Y tnee, 1.€ &(tn) y &(t, — €), debe tener alguna correlacién, por lo que las densidades de
probabilidad no se pueden factorizar. Entonces un proceso puramente aleatorio no puede
describir un sistema fisico donde la variable aleatoria sea una funcién continua del tiempo.

= Procesos de Markov: Para un proceso de Markov, la densidad de probabilidad condicional
depende sélo del valor £(t,—1) = x,—1 en el tiempo inmediato anterior, pero ya no depende
de &(tn—2) = Tp—2 y asi sucesivamente:

Pz, tn|Tn—1,tn—1;.01.t,) = P(@n,tn|Tn_1,tn-1) (B.24)
y de acuerdo a la ecuacién (B.20) se obtiene:
Wi (@p,tn; o1, t1) = P(@py tn|Tn—1, tne1)Wa—1(Tn—1, tn—1; ...; 1, t1) (B.25)
Y utilizando el argumento iterativamente:

Wi (@n, tns i 21, t1) = P(@n, to|@n—1,tn—1) P(Xn—1, tn—1|Tp_2,tn_2)...P(x2, ta]|x1, t1) Wi (21, 1)
(B.26)

Debido a esta relacion, a las probabilidades condicionales tambien se les conoce como pro-

babilidades de transicién. En particular para n = 2, la ecuacién B.20, toma la forma:

Wa(za, ta; x1,t1) _ Wo(xa,ta;xy,t1)
Wi(z1,t1) [ Wa(za, to; 1, t1)dzo

P(ﬁg,t2|I1,t1) = (B27)

Entonces para un proceso de Markov, la informacién completa del proceso esta contenida
en Wa(ze,ta;1,t1). Mientras que en un proceso puramente aleatorio no hay memoria de
los valores de la variable aleatoria en un tiempo pasado, para un proceso de Markov, sdlo
hay memoria del valor de la variable aleatoria en un tiempo inmediato anterior, en el que
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se midi6 £. La diferencia de tiempos t5 — t1de la probabilidad condicional P(zq, ta|21,t1) de
un proceso de Markov es arbitraria. Si la diferencia entre los tiempos es muy grande, la
dependencia de P en xy serd pequena, pero si la diferencia temporal es infinitesimalmente
pequena, la probabilidad condicional tendra el valor x,i.e:

lim P(l‘g,tg‘xl,tl) = 5(33‘1 —1‘2) (BQS)

t1—to

= Procesos generales: Se pueden considerar procesos donde la densidad de probabilidad con-
dicional, sélo depende de los valores de la variable aleatoria en los dos tltimos instantes de
tiempo. En este caso, la informacién completa del proceso esta contenida en Ws5. Asi podemos
continuar, para procesos donde la informacion este contenida en Wy y asi sucesivamente, pero
esta clasificacion no es apropiada para procesos que no son de Markov. Para procesos no Mar-
kovianos, se puede considerar ademds de £(t) = &1 () més variables aleatorias &(¢), ..., & (t).
Si se escogen de manera correcta estas variables adicionales, es posible obtener un proceso
de Markov para las r variables aleatorias.

B.1.3. Ecuacién de Chapman-Kolmogorov

La densidad de probabilidad W5 se obtiene de W3 integrando sobre una coordenada. Entonces
se tiene que:

Wa(xs, tz;z1,t1) = /W3($3,t3;$2,t2;$1,t1)d$2 (B.29)

Para un proceso de Markov, se puede escribir la ecuacién (B.29) de la forma (asumiendo que
t3 >ty > t1):

P(xg,t3|x1,t1)W1(x1,t1) = /P($3,t3|1’2,tz)P(l’z,t2|$1,t1)W1($1,tl)d{EQ (BSO)
Ya que Wi (x1,t1) es arbitraria, se obtiene la ecuacién de Chapman-Kolmgorov:
P(l‘3,t3‘l‘1,t1) = /P($3,t3|$2,tQ)P(fL'Q,tQ‘xl,tl)dmg (B31)

La ecuacién (B.31) puede interpretarse de la siguiente manera. La probabilidad de transicién de
z1 al tiempo 1 a x3 al tiempo t3 es la misma que la probabilidad de transicién de x; al tiempo t1,
a xo al tiempo t5 multiplicada por la probabilidad de transicién de x5 al tiempo 2 a x3 al tiempo
t3 para todas las posibles xs.

B.2. Ecuacién de Langevin

La ecuacién de Langevin es una ecuacién diferencial que describe la variacién en el tiempo de
un proceso estocdstico. Desde un punto de vista fisico, es una ecuaciéon de movimiento Newtoniana,
que utiliza campos de fuerza efectivos para describir la evolucién temporal de un subconjunto de
grados de libertad. Estos grados de libertad tipicamente son variables macroscépicas de un sistema
que cambian lentamente en comparacién a las variables microscopicas del sistema. Las variables
microscépicas son las responsables de la naturaleza estocédstica de la ecuacién de Langevin. Para
una variable estocdastica &, la ecuacion general de Langevin tiene la forma:

£=h(&1) +9(&O0() (B.32)

Donde la fuerza de Langevin I'(t) describe la fuerza aleatoria en el sistema por unidad de masa.
I'(t) es una variable aleatoria Gaussiana con media cero y funcién de correlacién ¢, con la siguiente
normalizacién:

(C(#)) =0

(DHOT(H)) =25(t — t') (B.33)
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B.3. Ecuacidon de Fokker-Planck

Debido a la naturaleza estocdstica de la ecuacién de Langevin (B.32) , al resolverla no se ob-
tiene informacién acerca del proceso que describe. En su lugar se deben considerar los propiedades
estadisticas del proceso, tales como su densidad de probabilidad, sus valores promedio en un en-
samble 6 en el tiempo, su funcién de autocorrelacién, etc. En particular, es necesario conocer la
evolucién temporal de la funcién de distribucién de probabilidad W (z,t) para el proceso z(t), ya
que esta funcién describe la probabilidad de encontrar una particula en una posiciéon determinada
en todos los instantes de tiempo.

Considerando la probabilidad condicional definida por la ecuacién (B.18), se sigue que la den-
sidad de probabilidad W (z,t 4+ 7) en el instante de tiempo ¢t + 7 y la densidad de probabilidad
W (z,t) al tiempo ¢, se relacionan por medio de la ecuacién:

Wz, t+7) = /P(m,t+7|x’,t)W(x’,t)dx’ (B.34)

Si se introduce la variable A = x — 2/, el integrando en la ecuacién B.34 puede expandirse en una
serie de Taylor:
P, t+ 7|2, t)W(2',t) = P(x — A+ At + 7]z — A )W (x — A, t)

n (;x) P(x+ At + 7|z, t)W (2, t) (B-35)

Sustituyendo la expresién (B.35) en la ecuacién (B.34) e integrando sobre A se obtiene :

oW (1)

Wz, t+71)— Wz, t) = +0(t%) = <_8> [M,(z,t,7)/n]W(xz,t) (B.36)

donde se supone que se conocen los momentos:
Mn(x/7 t, 7-) = <[§(t + T) - g(t)]n>|£(t):a:’ = /(Jf - x/)nP(x, t+ T|J)/, t)dﬂ? (B37)
Y si se desarrollan los momentos M, en una serie de Taylor con respecto a 7 (n > 1) se obtiene:
M, (x,t,7)/n! = D™ (z,t)1 + O(1?) (B.38)
El término con 7° debe ser cero, ya que para 7 = 0, la probabilidad de transicién P tiene el valor
inicial:
P(x,t|2' t) = 6(xz — 2') (B.39)

esto da origen a momentos (B.37) que son cero. Por lo que sélo se consideran los términos lineales
en 7y con esto se obtiene:

% = Z (—ai) D™ (2, )W (x,t) = Ly W (B.40)

n=1

donde Ly s es el operador de Kramers-Moyal, definido por :
Lgcas(z,t) Z —0/82)" D™ (x, t) (B.41)

A la ecuacién (B.40) se le conoce como expansion de Kramers-Moyal.

Para un proceso no Markoviano, la probabilidad condicional B.34 depende de los valores de la
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variable estocéstica £(t') a tiempos anteriores ¢, < ¢. Debido a esto los momentos B.37 y sus coefi-
cientes de expansién D™ dependen de estos tiempos anteriores. Pero para un proceso de Markov,
los coeficientes D™ no dependen de los valores de &(t') en tiempos anteriores. Entonces la ecua-
cién B.40 se convierte en una ecuacion diferencial de primer orden para la funcién de distribucién
W (z,t), con la codicion inicial W (z,tg) t > to y para condiciones de frontera apropiadas. Por lo
que se asume que el proceso descrito por W (z,t) es un proceso de Markov.

La probabilidad de transicién P(x,t|z’,t') es la funcién de distribucién W (z,t) para la condi-
cién inicial especial de que W (x,t") = §(x — 2’). Por lo que la probabilidad de transicién también
debe obedecer la ecuacién (B.40), i.e.:

OP(z,t|2’,t") /0t = Ly p(x,t) Pz, ta’ ") (B.42)
con t reemplazado por t'. donde la condicién inicial de P esta dada por B.39.

Si se corta el desarrollo de Kramers-Moyal B.40 hasta el segundo término, se obtiene la ecua-

ci6n de Fokker-Planck (F-P):
ow
ot

0 0?

Lpp = ——DW(z,t) + =—D® (x,1).
FP O (Z‘, )+ 8552 (x7 )

(l‘,t) = LFPW(a:,t) 3
(B.43)

Los coeficientes D) y D) se obtienen a partir de la ecuacién de Langevin y se conocen como
coeficientes de arrastre (drift) y difusion.

La ecuacién (B.43) puede ser reescrita en la forma:

ow 05 _
ot or
Sz, t) = [DW(z,t) — %D@) (x,t)| W(x,t)

0 donde
(B.44)

Ya que la ecuacién (B.44), es una ecuacién de continuidad para la distribuién de probabilidad
W(x,t), S debe ser interpretada como una corriente de probabilidad. Para un proceso estacio-
nario, la corriente de probabilidad debe ser constante, con condiciones de frontera naturales, la
corriente de probabilidad debe ser cero.

B.3.1. Soluciones estacionarias de la ecuacién de F-P

Para soluciones estacionarias, la corriente de probabilidad S descrita en la ecuacién (B.44)
debe ser constante. Entonces si S es cero para alguna x, esta debe ser cero para toda z. entonces
para S = 0 se obtiene la ecuacién de continuidad:

DO )
DY (2)W(z) = mD(z>(gs)wst(z) = %D@) ()W () (B.45)
La expresién anterior se puede integrar, obteniendose:
N z p1)(a") _o(2)

donde Nj es la constante de integracion, que debe ser escogida tal que Wy; este normalizada. En
la ecuacion anterior se introdujo el potencial:
T D(l)(m’) ,

®(z) =InDP(z) — / D(T(x/)dx (B.47)
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al introducir este potencial, la corriente de probabilidad puede ser escrita de la forma:

S(x,t) = fD(z)(:ﬂ)e*@(m)%[eq’(w)wm,t)} (B.48)

En el estado estacionario, donde S es constante, se tiene para S arbitraria:

T ®(z’)
_ A—®(2) _ q,—®(x) € /
Wei(x) = Ne Se DO (x/)dx (B.49)

Una de las constantes de integracién en la ecuacién (B.49) es determinada por la normalizacion:

/ W) = 1 (B.50)
La otra constante debe ser determinada de las condiciones de frontera del problema particular.

Para ilustrar la utilidad de la ecuacién de F-P, a continuacién se calcula la funcién de distribucién
estacionaria para un proceso de movimiento Browniano descrito por la ecuacién de Langevin 4.3.
En este caso los coeficientes de arrastre y difusion en la ecuacién de F-P son:

DM = D® = /2 = ykT/m (B.51)

Por lo que la corriente de probabilidad es:

S = (—w - 7k3Ta> W =0 (B.52)

m  Ov

la ecuacién (B.52) es una ecuacién diferencial para W cuya solucién es:

o= e (22) @

donde kp es la constante de Boltzmann, T la temperatura, v la velocidad de la particula, m
su masa. La normalizacién utilizada al resolver la ecuacién (B.52) es tal que se obtenga como
resultado una distribucién de velocidades de Maxwell.

B.3.2. Coeficientes de arrastre y difusion para un proceso estocastico
descrito por la ecuacion de Langevin

Usualmente no se puede obtener una solucién general de la ecuacién diferencial estocastica B.32,

sin embrago se puede formular una ecuaciéon de F-P para calcular la densidad de probabilidad d

ela variable estocastica. En la ecuacién de F-P aparecen los siguientes coeficientes de la expansion
de K-M:

D) () =~ lm S([E(t +7) — 2] eorma (B.54)

n! =0T

donde £(t+7) T > 0 es una solucién de la ecuacién (B.32). Esta solucién tiene un valor determinado
&(t) = x al tiempo t. Para obtener el valor de los coeficientes del desarrollo de K-M, se reescribe
la ecuacién diferencial (B.32) como una ecuacién integral:

t+1
ft47)—z= / [R(E(), ) + g(&(t), )T ()]t (B.55)
t
y se supone que h y g pueden ser expandidas de acuerdo a:

R(ER), ") = h(z,t') + B (z, t")(ERH) — x) + ...

g(&(),t) = g(z,¥') + g (. ) (E(H) —2) + ... (B.56)
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donde se ha introducido la notacién:
(8/0E()MER ), t)etry= = (9/0z)(2,t") = W (2,1) (B.57)
(0/9€(t")g(&(t"), 1) |ery= = (0/0x)g(2, 1) = g '

Sustituyendo la expresién (B.56) en la ecuacién (B.55) se obtiene:
t+71 t+7
S / Bz, ¥)dt' + / W (2, )€ — 2)dt + ...
e R (B.58)
+/ gla, )T (t")dt’ +/ g' (@, t") () — 2)T(¢)dt’ + ...
t t
Para £(t') — x en el integrando, se itera (B.58), produciendo:
t+r t+7 t’
Et+T1)—x= / h(zx,t")dt’ +/ h’(m,t’)/ h(zx,t")dt"dt'
t t t
t47 t
+ / W (@, t) / g, D) dt"dt + ...
i K (B.59)

t+7 t+7 t
+/ g(:z:,t’)F(t’)dt'+/ g'(z,t')/ h(z, " \O(t")dt" dt’
t t t

t+7 t’
+ / J'(z, t’)/ g(z, "Dt )dt" dt’ + ...
t t

Iterando el desarrollo repetidamente, sélo las fuerzas de Langevin y las funciones conocidad g(z, t),
h(z,t) y sus derivadas aparecen del lado derecho de la ecuacién (B.59). Si ahora se toma el promedio
de la ecuacién (B.59) y se utilizan las propiedades de I'(¢) descritas en (B.33) se obtiene:

t+7 t+7 ot
<§(t+7)—x>—/ h(:r7t')dt’+/ / b (z,t")h(z, t")dt" dt’ + ...
tt+7 PR (B.60)
+/ g’(x,t’)/ gz, t")26(t" — ¢")dt"dt’ + ...
t t

Ahora, si se toma la siguiente representacién de la funcién 6 en la ecuacién (B.60):

1 € €
= s<t< s
— € 2 2
0c(t) { 0 si 2=0 (B.61)
Y se toma el limite cuando € — 0, se tiene:
(B.62)

t’ t’
/g(x,t")%(t”—t’)dt” :g(a;,t’)/ 26(t" —t")dt"”
t t

=g(z,t)

Sustituyendo la expresién anterior en la ecuacién (B.60) finalmente se obtiene:

t+r t+r ot
(E(t+7)—2x) :/t h(x,t")dt’ +/t /t b (z,t")h(z, t")dt" dt’ + ...
(B.63)

t+7
+ / g (z,t)g(z, t")dt' + ...
t
Al obtener el limite cuando 7 — 0 y sustituirlo en la ecuacién (B.54), se llega a la expresién final

del primer coeficiente de la expansién de K-M:
DW(z,t) = h(z,t) + ¢'(z,t)g(, 1) (B.64)
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Las integrales omitidas en (B.63) no contribuyen en el limite 7 — 0. Esto se puede ver de la
siguiente manera: cada fuerza de Langevin del lado derecho de la ecuacién (B.59) se encuentra
acompanada de una integral. Los términos de orden menor estan escritos en la ecuacién (B.59).
Los términos de orden superior desaparecen al tomar el limite en la ecuacién (B.54). Por ejemplo,
las integrales de la forma:

</:+T,“p(t1)/ttl...F(tz)/ttz...r(ts)/ttg-'-F(t4)dt1dt2dt3dt4> (B-65)

sélo pueden dar una contribucién proporcional a 72, que desaparece al tomar el limite en la
ecuacion (B.54). Las integrales que no contienen a la fuerza de Langevin son proporcionales a 77,
donde n es el numero de integrales. Entonces para el limite en la ecuacién B.54 sélo los términos
con una de esas integrales sobreviviran. Usando estos argumentos se obtiene que la expresion para
el segundo coeficiente del desarrollo de K-M es:

1 1 t+71 t+1
D@ (1) = 5 lm — / gla, ) gz, t")26(t" — ¢")dt' dt"
t

T—=0 T t

(B.66)
= 92($7 t)

Al utilizar estos mismos argumentos para coeficientes de orden superior D, se concluye que
todos son cero para n > 3. El resultado final es:

Og(x,t)

DM (x,t) = h(z,t) + o g(x,t)
D(z)($7t) — 2(5(5,t) (B67)
D™ (z,t) =0 paran >3

Utilizando las expresiones (B.67) se pueden calcular los coeficientes de la ecuacién de F-P.
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Apéndice C

Solucion de la ecuacion
electrostatica

En esta seccién se describe a detalle el procedimiento realizado para resolver la ecuacién dife-
rencial (C.6) para el campo eléctrico E y el potencial eléctrico ¢. La ecuacién diferencial a resolver
es:

d 2
d—yE(l—xyE )=0 (C.1)

al integrar la ecuacién anterior se obtiene:
E(1 - xyE*) =C (C.2)
donde C es la constante de integracién. La ecuaciéon C.2 se puede reescribir como:
xyE? — E+C =g(F) (C.3)

La funcién g(E) es una ecuacién cibica para el campo eléctrico E, y a la vez una ecuacién
diferencial no lineal para el potencial eléctrico ¢. Para poder obtener una solucién analitica de
dicha ecuacidn, es necesario aproximar la funcién ctbica g(E), por una funcién cuadritica h(E) =
aE? + bE + ¢, alrededor de un valor méaximo. Debido a que se esta modelando la polarizacién a
potenciales de membrana grandes (que corresponden a valores grandes del campo eléctrico), es
importante que la funcién h(F) tenga el mismo comportamiento que g(E) alrededor de su maximo
Ey, para que esta suceda, la funcién h(E) debe cumplir con los siguientes criterios:

Ey) =h(E

/ 9(Eo) / (Eo) (C.4)
9'(Eo) = W' (Ep) =0
Adicionalmente, se toma en cuenta la condicién g(0) = h(0). Esta condicién junto con los criterios
C.4, representan un sistema de ecuaciones para a, b, c. Al resolver este sistema se obtiene la forma

funcional de h(E):

XY\NV2 o 4

h(E) = —2 (?) E'+3E-C (C.5)

La figura C.1 muestra una gréfica de las funciones g(E) y h(FE) para valores de y, x fijos, la regién
donde es importante tener una buena aproximacién de la ecuacién cibica es el intervalo [0, L],
donde L es la longitud de la proteina. Se puede observar que en la regién alrededor de Ejy, la
funcién cuadrética es una buena aproximacién de la cibica alrededor del méximo. Calculando las
raices de la ecuacién (C.5), se puede obtener una expresién para E:

1 1/2 1 1/2 1/2
oo ()" (L e ) s
3xy 3xy  2(xy)V
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= ec.clbica
-5 == ec. cuadratica

T T T T T T 1
-1.0L -0.5L 0.0 0.5L 1.0L 1.5L 2.0

Figura C.1: Gréfica de las funciones ¢g(F) y h(E) en la regién de interés. Esta gfafica se
obtuvo para x =1, y=L, C = 0.

como se busca encontrar una solucién de la ecuacién C.6 en el intervalo [0, L], se debe tomar la
raiz con el segundo término negativo!, ya que la otra raiz se encuentra fuera del intervalo [0, L].
En términos de potencial eléctrico, la ecuacién (C.6) se puede escribir como:

1/2 1/2
7% - <3X1y> - (3>1<y - 2?><y)(1]/2) (G0
La ecuacién C.7 se puede integrar facilmente para asi obtener el potencial eléctrico ¢:
d(y) = -2 (y> V2R oo p (C.8)
Y 3y 27xC Xy

donde D es la constante de integracién. Para determinar C'y D se utilizan las condiciones de
frontera:
$(0) =0
(L) =V

donde V,,, es el potencial de membrana. De la primera condicién en la ecuacién C.9 se obtiene que
D= %, dando como resultado la siguiente expresién para el potencial eléctrico:

(C.9)

23/2 8

1/2
_ ) 3/2v.1/2,1/2\3/2
=-2 — 2-—34C
) (3x> 27xC( Xy )T 27xC

(C.10)

Ahora, si se considera que el efecto de la polarizacién eléctrica es pequeno i.e y < 1, se puede desa-
rrollar en una serie de Taylor el segundo término de la ecuacion C.10, tomando esta aproximacién
hasta tercer orden, se obtiene la siguiente expresion para el potencial eléctrico:

-3 33/202X1/2y3/2

o) = Cy—— — (C.11)

El valor de C se calcula utilizando la segunda condicién de frontera dada or la ecuacién (C.9), dando

como resultado C' = *;“L/m. Sustituyendo este valor es la ecuacién C.11 se obtiene la expresion

final para el potencial eléctrico ¢, y al derivarla se obtiene el campo eléctrico E:

Vo VExV?
d(y) = —y— WQB

/2

(C.12)

Vi BPVEN2

E=
L + 212

1Ya que el problema tiene dos raices, al primera se puede pensar que se trata de un problema de frontera libre,
sin embargo un anélisis mas cercano revela que la raiz positiva se encuentra fuera del intervalo que corresponde a
la longitud del canal.
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