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Resumen

La actividad eléctrica de las neuronas depende del paso selectivo de iones a través de
su membrana plasmdtica, que ocurre principalmente a través de canales de Na™, Kt y
Ca?*. Estos canales abren poros en la membrana en respuesta a cambios en el potencial
transmembranal, permitiendo el flujo de iones y generando una senal eléctrica. La sensibilidad
particular de cada canal al voltaje determina las propiedades fisioldgicas de las neuronas que
lo expresan: mientras mas sensible sea, se necesitara un menor cambio en el potencial para
activarlo y viceversa. Dicha sensibilidad es conferida por un dominio con una serie de residuos
basicos presente en todos los canales dependientes de voltaje, el dominio sensor de voltaje
(DSV). El mecanismo de activacién del DSV se ha estudiado a lo largo de varias décadas
en los canales de KT dependientes de voltaje (Kv), especialmente usando un canal llamado
Shaker como proteina modelo. Sin embargo, existen muy pocas estructuras cristalograficas
de canales Kv, y la que se utiliza de manera frecuente como contraparte estructural para la
multitud de observaciones en Shaker es la de un canal de mamifero llamado Kv1.2. Dado que
las propiedades funcionales de Kv1.2 no han sido estudiadas extensivamente, no esta claro
que los dos canales sean suficientemente similares como para validar la interpretacién de

experimentos de Shaker en términos de la estructura de Kv1.2.

Este trabajo pretende determinar si Kv1.2 y Shaker son iguales, y de no ser asi, encon-
trar el origen de las diferencias entre ellos. Como primera aproximacion se analizaron las
propiedades de las corrientes macroscopicas de Kv1.2 y se ajustaron a un modelo propues-
to anteriormente para Shaker, la tnica diferencia observable entre ambos canales es que la
cinética de activacion de Kv1.2 es mas lenta que la de Shaker. Posteriormente se midi6 la
sensibilidad al voltaje de Kv1.2 con el método de la pendiente limite, y se encontrd que el
movimiento de 10 ey a través del campo eléctrico de la membrana esta acoplado a la apertura
del poro. Para complementar la medicién anterior, se evalué directamente el desplazamiento
de carga durante la activacion del DSV integrando corrientes de compuerta y estimando el
numero de canales en el mismo experimento, y se determiné que en Kv1.2 se translocan 10
eo cuando el DSV se activa. Estos resultados muestran que Kv1.2 es 25 % menos sensible a
la despolarizacién que Shaker, cuyo DSV transloca 13 e al activarse. La concordancia entre
las dos mediciones de la carga de apertura revela que no hay transiciones dependientes de
voltaje hacia estados fuera de la via de activacién, dado que todo el movimiento de carga
del DSV estd ligado a la apertura del poro. Con el propésito de encontrar el origen de la
reduccién en la carga de apertura con respecto a Shaker, se construyeron mutantes de Kv1.2

en las cuales se neutralizaron los residuos mas importantes para la deteccién del voltaje,
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cuatro argininas en el cuarto segmento transmembranal del DSV. Se encontré que la prime-
ra Arg de dicho segmento es mas importante para la deteccién del voltaje que el resto de
las cargas positivas de la hélice, a diferencia de Shaker, donde los primeros cuatro residuos
cargados tienen una contribucién equivalente a la carga de apertura. Las propiedades de
las mutantes son consistentes con un modelo donde la regién que separa eléctricamente la

solucion intracelular de la extracelular en la proximidad de la hélice cargada es méas gruesa

en el DSV de Kv1.2 que en Shaker.



Capitulo I

Introduccion

La membrana plasmaética, una bicapa lipidica, separa el contenido de la célula del medio
exterior al ser una barrera impermeable para entidades polares o cargadas. Sin embargo,
muchos elementos y compuestos necesarios para el metabolismo de la célula estan cargados,
y para ser capaz de transportarlos, la célula inserté poros selectivamente permeables en la
membrana. La apertura de dichos poros, llamados canales iénicos o acarreadores dependiendo
de su modo de transporte, permite la entrada y salida de iones. El funcionamiento de los
acarreadores provoca una asimetria de carga y concentracién de solutos a ambos lados de la

membrana, en contraste, la apertura de canales iénicos disipa el gradiente electroquimico.

El gradiente electroquimico es aprovechado por la célula para varios propdsitos, entre
ellos la senalizacién. Numerosos fenémenos de la fisiologia de todos los seres vivos estan
relacionados con la apertura de canales iénicos en respuesta a un estimulo como presién, luz,
voltaje o un ligando (Figura I.1). Uno de los ejemplos mas notables del aprovechamiento
del gradiente electroquimico es la transmisién de impulsos eléctricos a través del sistema
nervioso, el modo por excelencia para comunicar rapidamente diferentes partes del cuerpo

de un ser vivo.

El protagonista de esta tesis es una proteina importante para la transmision de senales
eléctricas en el sistema nervioso de los mamiferos: un canal permeable a potasio que se
abre cuando el potencial de membrana se hace positivo. El tema principal del trabajo es el
mecanismo por el cual este canal de potasio es capaz de responder a cambios en el potencial
de membrana con una sensibilidad asombrosa. A continuacion se presentan brevemente los
principios del transporte a través de las membranas biolégicas y una revision de la literatura

relevante para el trabajo que se muestra en secciones posteriores.

10
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Figura I.1: Fenémenos causados por flujo de iones a través de la membrana plasmatica.
(A) Las hojas de la planta Mimosa pudica se cierran cuando son tocadas o expuestas a
temperaturas nocivas. (B) El alga flagelada Haematococcus pluvialis nada en direccion
a la luz, un fenémeno conocido como fototaxis positiva. (C) El calamar Loligo pealeii
es capaz de camuflarse expandiendo y contrayendo pequenos sacos de pigmento en su
piel, llamados cromatdéforos. Imdgenes modificadas de [1, 2, 3].

I.1. La membrana plasmatica

La membrana plasmatica delimita la célula y mantiene las diferencias de carga y con-
centracién de solutos entre el citoplasma y el medio extracelular. De la misma manera, las
membranas de los organelos separan la luz del organelo y el citosol. La compartamentalizacion
genera microambientes que favorecen distintos tipos de reacciones quimicas, y consecuente-
mente es la responsable de la gran diversidad de procesos que se pueden llevar a cabo dentro

de una célula eucarionte.

Todas las membranas bioldgicas son una bicapa de unos 50 A de grosor compuesta por una
mezcla de lipidos con proteinas. La composicion y distribucion de los lipidos determina varias
propiedades de la membrana, como la fluidez y la actividad de las proteinas contenidas en
ella. El hecho de que la membrana sea hidrofébica implica que es dificil que solutos cargados
total o parcialmente puedan atravesarla, por lo que la distribucién de iones en ambos lados
de la membrana estda determinada por la actividad de las proteinas que son capaces de
transportarlos. En condiciones normales, existe un gradiente electroquimico donde hay mas

Na™ y CI" afuera que adentro de la célula, y mas K* adentro que afuera (Tabla I.1).

TIon (X) [X]o (mM) [X]i (mM)
K+ 4.5 155
Nat 145 12
Cr 116 4.2

Tabla I.1: Concentracién intracelular y extracelular de los iones principales en una
célula de mamifero tipica. Datos tomados de [4]. i y o denotan adentro y afuera de la
célula, respectivamente.
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El hecho de que haya una distribucién asimétrica de iones implica que cuando se abra
un conducto en la bicapa, los iones fluiran para compensar las diferencias de carga y con-
centracién entre ambos lados de la membrana. El voltaje al cual el ion esté en equilibrio es
conocido como potencial de inversion, y este fendmeno es descrito cuantitativamente por la

ecuacién de Nernst:

_RT, [X],
View = zx—Fln X, (L.1)

donde V., es el potencial de inversién, z, es la valencia del ion X, [X]; y [X], son sus con-
centraciones intra y extracelulares, R es la constante de los gases ideales y F' es la constante
de Faraday. El potencial de reposo de una célula es determinado por la permeabilidad de su
membrana a cada tipo de ion: mientras mas permeable sea, la membrana se acercara mas
al potencial de equilibrio predicho por la ecuacion de Nernst para ese ion. Las proteinas que
transportan solutos en contra del gradiente electroquimico se denominan transportadores o
bombas, y acoplan el flujo cuesta arriba a la hidrolisis de nucleétidos o al flujo de otro soluto
a favor del gradiente. Las proteinas que disipan el gradiente al permitir el paso de solutos a

favor del gradiente se conocen como canales [5].

Un ejemplo de como se genera un gradiente electroquimico es la actividad de la bomba
de Na™-K*, que acopla la hidrolisis de una molécula de ATP a la salida de 3 iones de sodio
y la entrada de 2 iones de potasio. La actividad de la bomba tiene dos efectos. Primero, se
desequilibra la concentracién de sodio y potasio a través de la membrana, porque salen 3 Na™
y entran 2 Kt netos. Segundo, cada ciclo de la bomba hace al interior de la célula una carga
elemental més negativo que el medio extracelular, porque salen tres cationes y entran dos.
El hecho de que haya mucho mds K adentro de la célula que afuera implica que si se abre
un poro selectivo a K™ en la membrana, el potasio fluird hacia afuera y har4 el interior de la
celula atin més negativo. En efecto, estos canales existen y son los principales determinantes
del valor del potencial de membrana en el estado basal, junto con la bomba de Na™K™*. La
presencia de aniones impermeables como el ADN también juega un papel en desequilibrar
la concentracién de iones en ambos lados de la membrana. Todos estos factores, tomados
juntos, causan que el interior de las células sea mucho més negativo que el exterior, y que

sea capaz de generar flujos grandes de iones cuando se abren poros en la membrana.
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1.2. Excitabilidad, canales idnicos dependientes de

voltaje y Kv1.2

El gradiente electroquimico es aprovechado por las células en muchas maneras, una de
ellas es la propagacion de senales de voltaje a lo largo de la membrana de las células excitables.

Los potenciales de accién, como son conocidas estas senales, tienen una forma caracteristica

que estd dada por la actividad conjunta de diferentes tipos de canales iénicos (Figura 1.2).

A B C D

Figura I.2: Canales iénicos asociados a cada fase de un potencial de accién clésico. (A)
La membrana sufre una despolarizacién inicial por entrada de sodio a través de un canal
activado por un ligando extracelular. (B) Esta despolarizacién débil activa canales de
sodio dependientes de voltaje, que permiten la entrada de mas Na™ y consecuentemente
la membrana sufre una despolarizacién masiva. (C) Pocos milisegundos después, los
canales de Na™ se inactivan y canales de potasio dependientes de voltaje se abren,
permitiendo la salida de K* y repolarizando a la célula. La salida excesiva de K+
causa que el potencial de membrana se haga més negativo que el potencial de reposo.
(D) Los canales de KT se cierran porque el voltaje es muy negativo, y el gradiente
electroquimico regresa al estado basal mediante la acciéon conjunta de canales de fuga
de KT y la bomba de Nat-K™. Aunque sélo se muestran en este panel de la figura,
los canales de fuga y la bomba de Na™-K™T siempre estdn activos y se encargan de
mantener el potencial de membrana basal.

En este trabajo se estudié un miembro representativo del grupo de proteinas ilustradas en

la Figura 1.2 C, el canal de potasio dependiente de voltaje Kv1.2. Este canal se activa cuando



Capitulo I. Introduccién 14

el potencial de membrana se hace positivo (despolarizacién), permitiendo la salida de K de
las células que lo expresan. Kv1.2 se encuentra distribuido ampliamente en el tejido excitable
de los mamiferos, mas notablemente en los axones y terminales presinapticas de neuronas
del sistema nervioso central [6]. La funcién de Kv1.2 es contribuir a la repolarizacién de la
célula durante un potencial de accién, y su importancia para la fisiologia de los mamiferos
es resaltada por el hecho de que los ratones Kcna2/- mueran por un ataque epiléptico antes

de llegar a la etapa adulta [7].

Aunque Kv1.2 es una proteina fisiologicamente importante, esa no es la razéon por la
cual decidimos estudiarlo. Kv1.2 es uno de los pocos canales dependientes de voltaje cuya
estructura se conoce, y como tal, es un modelo excelente para la investigacién de la relacion

estructura-funcién de los canales de potasio dependientes de voltaje (Kv).

I.3. Canales de potasio dependientes de voltaje:

Organizacion y estructura

La familia de canales Kv se dedica a permitir el paso de K a través de la membrana cuan-
do recibe una senal en la forma de un cambio en el potencial transmembranal. Cominmente
funcionan como homotetrameros, y cada subunidad esta constituida por al menos dos ele-
mentos fundamentales para la deteccion del voltaje y la conduccién iénica: el dominio sensor
de voltaje (DSV) y el dominio del poro, respectivamente. Cada dominio posee seis segmen-
tos transmembranales. Adicionalmente, la mayoria de los canales Kv presentan un dominio
citoplasmico en el extremo N-terminal, llamado T1, que sirve como plataforma para la unién
de subunidades regulatorias y para la tetramerizacion [8, 9, 10] (Figura 1.3 A). Otros canales
de potasio dependientes de voltaje tienen dominios extra que permiten la modulacién de su
actividad por ligandos como nucleétidos ciclicos o Ca** [11, 12]. El DSV interactia direc-
tamente con el campo eléctrico de la membrana y esta acoplado al dominio del poro, de tal
manera que cuando se detectan cambios en el potencial y el DSV se mueve, el poro se abre

o se cierra (Figura 1.3 B).
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A DSV Poro

B
RGN s i
W = i

Figura I1.3: Organizacién de los dominios de una subunidad de un canal Kv. (A) En el
extremo N-terminal hay un dominio soluble, T'1, que recluta subunidades accesorias. Los
primeros cuatro segmentos transmembranales, S1 a S4, constituyen el domino sensor de
voltaje. S4 tiene multiples Arg/Lys a lo largo de la hélice. El poro es formado por las
ultimas dos hélices transmembranales, S5 y S6, que estdn conectadas por el asa P. (B)
El poro de los canales Kv se abre cuando el DSV se mueve hacia la cara extracelular
de la membrana en respuesta a una despolarizacién.

.
.
0
.
.

1.3.1. Dominio del poro

Dos hélices transmembranales conectadas por un asa llamada P constituyen el dominio
del poro. Aqui se encuentran dos elementos estructurales que permiten que el canal cumpla
su funciéon mas esencial, la permeacion. El filtro de selectividad se encarga de permitir el
flujo de potasio al mismo tiempo que impide el de sodio bajo condiciones fisiolégicas, y la
compuerta de activacion es un sello que bloquea la via de conduccién en el estado cerrado y

se rompe cuando el canal se abre [13].

La primera estructura de un canal de KT que se resolvié fue la de KcsA, un canal
procarionte que es Unicamente un dominio del poro [14]. Este trabajo pionero revel$ el
principio por el cual los canales de potasio son capaces de discriminar Na® y permitir la
conduccién extremadamente réapida de K*: los grupos carbonilo de una secuencia altamente
conservada en el asa P estan organizados de tal manera que asemejan la capa de hidratacién
de KT, asf que pasar de una solucién al filtro practicamente no tiene costo energético (Figura

[.4 A). La inestabilidad de un ion dentro de la membrana es maxima en el centro de la bicapa,



Capitulo I. Introduccién 16

y esta dificultad es resuelta por una cavidad acuosa en el centro de la membrana hacia la
cual apuntan los extremos con carga parcialmente negativa de los dipolos de las hélices del

asa P.

Debajo del filtro y la cavidad, el extremo C-terminal de S6 forma una obstruccién del
poro cuando el canal se encuentra en el estado cerrado, al recibir un estimulo activador,
el cimulo de hélices se separa y permite el flujo de iones a través del poro [15]. El movi-
miento del extremo C-terminal del S6 habia sido comprobado con mutliples experimentos
electrofisioldgicos [16, 17], pero la explicacién estructural fue posible hasta la publicacién
de la estructura de MthK, un canal de K procarionte de dos segmentos transmembranales
que es activado por Ca™ [18]. MthK se encuentra en el estado abierto dentro del cristal, y
la comparacion de su estructura con la de KcsA, que estd cerrado, revel6 la naturaleza del
cambio conformacional de S6 entre ambos estados de la compuerta (Figura 1.4 C). Aunque
ni KesA ni MthK lo poseen, la mayoria de los canales de potasio dependientes de voltaje
presentan un motivo PXP a la mitad de S6, que funciona como una bisagra para la apertura

y cierre de la compuerta de activacién [15].

Figura I.4: Canal de potasio KcsA (PDB 1K4C). (A) Vista de la via de conduccién
desde el plano de la membrana. Unicamente se muestran dos subunidades por claridad.
Los puntos verdes corresponden a 4tomos de K™, los puntos rojos representan moléculas
de agua. (B) Vista de la via de conduccién desde la cara extracelular de la membrana.
(C) Superposicién de los poros de KesA (blanco) y MthK (rojo, PDB 1NLQ). La com-
puerta de KcsA se encuentra en el estado cerrado y MthK en el abierto. La compuerta
de activacion, constituida por la mitad C-terminal de S6, se separa para despejar la via
de conduccién idnica cuando el poro se abre en respuesta a algiin estimulo.
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Existen multiples formas de detener la conduccion idnica, una de ellas es cerrar la com-
puerta de activacién mencionada anteriormente. Otra manera es tapar el poro con un dominio
presente en el extremo N-terminal de algunos canales Kv, a este fenémeno se le conoce co-
mo inactivacién tipo N y es bastante rapida, en el orden de milisegundos [19] (Figura 1.5
A). Un tipo de inactivacién mas lenta, llamada tipo C, impide la permeacién al alterar la
conformacién del filtro de selectividad [20]. Aunque el mecanismo de la inactivacién tipo C
aun es controversial, se ha propuesto que el canal deja de conducir porque el sitio de unién
a Kt més extracelular en el filtro de selectividad se dilata, de tal manera que es incapaz de
coordinar al ion facilmente e impone una barrera energética incompatible con la conduccién

[21] (Figura 1.5 B).

8@8 WM MW &fm M&&

Figura I.5: Dos modos de inactivacién en los canales Kv. (A) Inactivacién tipo N,
donde un péptido en el extremo N-terminal bloquea la conducc1on réapidamente después
de que la compuerta de activacién se abre. (B) Inactivacién tipo C, donde el filtro de
selectividad sufre un cambio conformacional que impide la coordinacién de K.

En resumen, el dominio del poro se encarga directamente de permitir o impedir el flujo
de iones a través de la membrana. En canales mas grandes que KcsA y MthK, el poro es
modulado por dominios adicionales que son receptivos a diversos estimulos, como fue men-
cionado anteriormente. El estimulo concerniente a este trabajo es el voltaje, y a continuacién

se describen las caracteristicas del dominio que responde a este.

1.3.2. Dominio sensor de voltaje

El dominio distintivo de todos los canales dependientes de voltaje tiene cuatro segmentos

transmembranales. Uno de ellos, S4, posee miultiples residuos basicos a lo largo de la hélice,
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y estos son los principales detectores de los cambios en el potencial transmembranal [22].
Los primeros tres segmentos, S1 a S3, escudan a las cargas positivas de S4 de la porcién
hidrofébica de los lipidos de la bicapa. La Figura 1.6 muestra la estructura del DSV de
Kv1.2.

Figura I.6: Estructura atémica del DSV de Kv1.2 (se presenta un modelo refinado a
partir del PDB 2A79 [23]). (A) DSV completo de una sola subunidad, se muestran los
segmentos transmembranales 1 a 4. Las Unicas cadenas laterales que se muestran son
las de los residuos bésicos de S4. (B) Posicion de las cargas a lo largo de S4.

La estructura del sensor de voltaje revela informacion que facilita la comprensién de su
funcionamiento. Sin embargo, antes de que se resolviera la estructura cristalografica de un
DSV, un cuerpo considerable de trabajo habia establecido los principios de su operacién.
Para principios de la década de los 90s, las caracteristicas fundamentales de la deteccién del

voltaje eran ampliamente aceptadas por la comunidad cientifica:

1. La activacion de la corriente iénica es precedida por una corriente capacitiva no lineal,
llamada corriente de compuerta, que revela el desplazamiento de carga positiva desde

el interior de la célula hasta el exterior a través del campo eléctrico de la membrana
(24, 25],

2. Un segmento transmembranal con multiples residuos bésicos, S4, es el principal sensor
de cambios en el potencial transmembranal, y su movimiento es responsable de la

corriente de compuerta [26, 27].

La translocacion de carga durante la activacion del canal, denominada carga de aper-

tura, fue estudiada rigurosamente por varios grupos de investigacién. La carga de apertura
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esta intimamente relacionada con la fisiologia de la célula que lo expresa, porque mientras
mas carga se transloque, el canal es mas sensible al voltaje y requiere de un cambio menor

en el potencial transmembranal para activarse.

Mediciones de la carga de apertura

Una de las primeras mediciones rigurosas de la carga de apertura fue realizada en 1992
usando un canal de K* dependiente de voltaje de Drosophila, Shaker. Este estudio fue
innovador porque relacioné la cantidad de carga desplazada en las corrientes de compuerta
con el nimero de canales presentes en la misma area de membrana, y se encontré que
alrededor de 12 cargas elementales pasan del ambiente eléctrico intracelular al extracelular
durante la activacién de un solo canal [28]. Estudios subsecuentes confirmaron este hallazgo
y anadieron informacion sobre las propiedades del DSV. Un articulo publicado en 1996
reporto la carga de apertura de Shaker usando otro método para medir el nimero de canales
—usando radioligandos que se unen con una estequiometria 1:1 al canal— y también estim¢ la
contribucion de los residuos bésicos del S4 a través de canales con neutralizaciones puntuales
de cada una de las siete cargas del S4 putativo. En este estudio se encontrd que la carga de
apertura era de alrededor 13 ey, muy similar a las mediciones previas, y que la mayor parte

de la carga es transportada por los primeros cuatro residuos positivos del S4 [29].

La carga de apertura de Shaker también fue medida por el método de la pendiente limite
en 1999 [30], resultando en un valor de 12-13 ¢; [31]. El método de la pendiente limite no mide
directamente el desplazamiento de carga en la forma de corrientes de compuerta, sino que
hace uso de la sensibilidad del canal a cambios en el voltaje para estimar la carga involucrada
en las transiciones desde un estado completamente desactivado hasta el abierto. Por esta
razén, ambos tipos de mediciones revelan informacion diferente: las corrientes de compuerta
son una manifestacion del desplazamiento fisico de cargas elementales a través del campo
eléctrico transmembranal, mientras que la sensibilidad al voltaje estd dada tinicamente por
la translocacién de carga que esta acoplada energéticamente a la apertura del poro del canal
[32]. En Shaker, la concordancia entre los resultados de las dos técnicas indica que todo el

movimiento de carga estd ligado a la apertura del poro [33].

La interpretacion de la carga de apertura no es trivial: qué clase de movimiento de una
proteina serfa capaz de hacer que 12-14 entidades con una carga de +1 atraviesen los 30 A
de grosor de la bicapa lipidica? En realidad, la deteccion experimental de la translocacién de
una carga elemental no necesariamente significa que una sola carga atraveso la totalidad del
campo eléctrico transmembranal, también puede ser resultado de que varias cargas atraviesan

una fraccién del dieléctrico (Figura 1.7) [34].
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Figura I.7: Significado experimental de la carga de apertura. El desplazamiento de
carga a través de la membrana se mide usando la técnica de fijacién de voltaje (ver
secci6én 11.2.1). (A) Considérese una proteina con dos cargas elementales méviles (pun-
tos azules), capaces de atravesar el campo eléctrico de la membrana (drea gris). (B) Al
despolarizar la membrana, las cargas se mueven desde la cara interna de la membrana
hasta la externa, causando otro cambio en el potencial. Para mantener el voltaje desea-
do en un valor constante, el equipo de fijaciéon de voltaje compensa esas dos cargas
positivas moviendo un par de aniones (puntos rojos) a la cara extracelular. Lo que se
detecta técnicamente no es el movimiento de los puntos azules, sino cudntos puntos ro-
jos se necesitan para compensar. (C) Si las mismas dos cargas consideradas en el panel
anterior atraviesan la mitad del campo, el equipo sélo necesita una carga negativa para
compensar. Por lo tanto, experimentalmente, la carga de apertura es el producto de la
valencia del ion mévil y la distancia eléctrica que atraviesa. Figura modificada de [34].

Aunque es més sencillo explicar la carga de apertura considerando que no es necesario
que una carga se transloque por completo para detectarla, esta explicacién no resuelve com-
pletamente el problema que impone mover tanta carga a través de una distancia tan larga.
Con esa cuestién en mente, multiples laboratorios demostraron que el campo eléctrico de la
membrana es significativamente mas corto en la vecindad del DSV porque existen cavidades

acuosas que rodean al S4.

Electrostatica del dominio sensor de voltaje

La primera evidencia experimental de la existencia de cavidades accesibles al solvente
dentro del DSV fue provista por ensayos de accesibilidad. En estos estudios se noté que
residuos que aparentemente estaban a la mitad de un segmento transmembranal (segin pre-
dicciones de estructura secundaria) eran accesibles a reactivos modificadores de cisteinas, y
que el efecto era dependiente del estado de activacién del S4 [35, 36]. Experimentos poste-
riores mostraron que el efecto de la fuerza iénica sobre las corrientes de compuerta era mas

grande de lo que se esperaba si la membrana fuera un dieléctrico planar en la region del
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movimiento de la carga de apertura, y los autores propusieron la existencia de una cavidad
acuosa en la vecindad del S4 que se extiende desde el lado intracelular de la membrana. Sus
resultados sugieren que la hendidura es tan profunda que confina la regién de decaimiento
de potencial a un septo de 3-5 A de grosor cercano a la regién extracelular [37]. Otra serie
de trabajos encontraron que si se sustituye la primera arginina del S4 por una histidina,
el DSV es capaz de conducir corrientes de protones cuando se encuentra en la conforma-
cion desactivada. Para que la conduccion rapida de protones sea posible es necesario que la
histidina artificial esté en contacto con el solvente a ambos lados de la membrana, lo cual
sugiere fuertemente que el dieléctrico que separa la solucién intracelular de la extracelular
en la proximidad del DSV es sumamente delgado, de alrededor de 3 A [38, 39, 40]. En un
grupo de articulos mas, se demostré que una cisteina colocada en la posicion de la primera
Arg de S4 era capaz de transportar la carga de Shaker silvestre cuando era modificada con
reactivos bésicos pequenos, pero que la capacidad de restaurar la carga de apertura al valor
original era perdida progresivamente al aumentar el tamano del reactivo. La relaciéon entre la
capacidad del agente modificador para translocar carga y su tamano resulté en un estimado
del grosor del septo dieléctrico de 3 a 6 A [41]. Todas estas elegantes investigaciones fueron
realizadas en Shaker, y sus conclusiones concuerdan extraordinariamente: las cargas del S4
no se encuentran enterradas en la proteina ni en el dieléctrico de la membrana, sino que
se encuentran en contacto con el solvente, y la existencia de cavidades acuosas en el DSV
concentra el campo eléctrico de la membrana en un septo de unos pocos angstroms de grosor
de tal manera que un desplazamiento corto de S4 es capaz de translocar toda la carga de

apertura (Figura 1.8).

despolarizacién
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Figura 1.8: Modelo del campo eléctrico de la membrana alrededor DSV. La region que
separa eléctricamente la solucién intracelular de la extracelular (drea gris) es mucho
mas delgada en la vecindad del S4.



Capitulo I. Introduccién 22

Estructura atomica del DSV y simulaciones de dinamica molecular

Durante los anos en los que se realizaron los trabajos proponiendo que gran parte del S4
se encuentra en contacto con el solvente, también se publicé la primera estructura crista-
lografica de un canal Kv de la archaea Aeropyrum perniz, llamado KvAP [42]. La estructura
de KvAP fue excepcionalmente controversial porque el S4 se encuentra en un plano casi
perpendicular al de la membrana, y sus argininas y lisinas aparentemente estan expuestas
al ambiente hidrofébico del interior de la bicapa (Figuras 1.9 A y B). Esta conformacién no
solamente contradice el sentido comun, sino que impone un serio problema energético y es
irreconciliable con esencialmente toda la informacion sobre la orientacion del S4 que se habia
colectado usando electrofisiologia [43]. El laboratorio que resolvié la estructura de KvAP la
defendié proponiendo nuevos modelos de activacién del DSV, consistentes tinicamente con
los datos de difraccién de rayos X [44]. Tiempo después, el mismo grupo de investigacion
publico la estructura de un DSV que esta de acuerdo con todas las observaciones electrofi-
siolégicas previas: el canal de mamifero Kv1.2 (Figura 1.9 C y D) [45]. Kv1.2 se encuentra
en el estado abierto en el cristal, y la arquitectura de su DSV es marcadamente diferente
a la de KvAP. La comunidad cientifica ahora usa la estructura de Kv1.2 como un modelo

estructural de los canales de potasio dependientes de voltaje.

Otro par de anos después, el mismo laboratorio de Kv1.2 y KvAP resolvié la estructura
de un canal Kv1.2 quimérico que tiene el S4 y la mitad C-terminal de S3 del canal Kv2.1 [46].
Lo mas notable de este trabajo es que el canal fue cristalizado en complejo con lipidos y que
la estructura se encuentra resuelta a mayor resolucién que la de Kv1.2 silvestre (2.4 vs 2.9 A),
lo cual la hace excepcionalmente adecuada para estudios de dindmica molecular. El problema
es que Kv2.1 tiene una secuencia atipica precisamente en la regién que fue transplantada en
Kv1.2, asi que hay que tener esto en mente al momento de juzgar las dindmicas del DSV
que usan las coordenadas atémicas de la quimera [47, 48]. Otros laboratorios hacen uso de

modelos refinados de la estructura de Kv1.2 silvestre [23, 49].

Una gran dificultad para la simulacién del cambio conformacional exacto que sufre el
DSV es que no se ha publicado una estructura del DSV en el estado desactivado. Dado que
se desconoce la posicién de los residuos del S4 antes de que el DSV se active, las simulaciones
de la trayectoria del S4 dependen completamente de la calidad del modelo estructural que
los autores propongan para representar el estado desactivado del DSV. La ausencia de datos
cristalograficos ha dado pie, naturalmente, a que los modelos del estado cerrado se constru-
yan usando la riqueza de datos funcionales de Shaker como restricciones [50]. En todos los

articulos de dinamica molecular estudiados durante la realizacién de este trabajo, se asume
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Figura I.9: Estructura cristalogréfica de KvAP y Kv1.2 (PDB 10RQ y 2A79, respec-

tivamente). (A) KvAP visto desde la solucién extracelular y (B) desde el plano de la
membrana. (C) Kv1.2 visto desde la solucién extracelular y (D) desde el plano de la

membrana. Por claridad, solamente se muestran dos subunidades. El esquema de colo-
res es el mismo que en la Figura 1.3, con el DSV coloreado en azul, el poro en naranja

y el dominio T1 en verde. Las flechas negras sefialan el S4.
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que se deben translocar 12-14 ¢ a través del dieléctrico membranal, y que el campo eléctri-
co debe estar concentrado en un area muy pequena. Esta también es una observacién que
no tiene evidencia estructural directa, porque aunque se observan cavidades en la proteina,
no hay agua explicita dentro de ellas, por lo tanto no se puede determinar a que grado se
concentra el campo eléctrico. Sin embargo, Kv1.2 no es Shaker, y sus propiedades no son ne-
cesariamente las mismas. Tradicionalmente se asume que ambos canales son funcionalmente
idénticos, pero nadie lo ha comprobado con el cuidado necesario para validar la construccion

de modelos estructurales tan detallados como los del estado desactivado del DSV.



Justificacion

Aunque las propiedades biofisicas de los canales Kv han sido examinadas meticulosa-
mente por décadas, la mayor parte de la informacion ha sido recaudada usando al canal
Shaker como modelo. Cuando se publicod la estructura de Kv1.2, los autores del trabajo
tuvieron cuidado de mencionar que Kv1.2 es sumamente parecido a Shaker (48 % de iden-
tidad global, 100 % en la regién del S4), y de realizar posteriormente algunos experimentos
electrofisiologicos que comprueban que Kv1.2 es un cldsico canal de potasio activado por
despolarizacién [51]. Estos argumentos fueron suficientes para que las nuevas investigaciones
de la deteccion del voltaje compararan los datos funcionales de Shaker con la estructura
de Kv1.2, sin reparar en la necesidad de una validacién rigurosa de la similitud de las pro-
piedades de ambos canales. En este trabajo no se condena de ninguna manera el uso de la
estructura de Kv1.2 para la interpretacion cualitativa de las observaciones electrofisioldgicas
en otros canales Kv. Después de todo, Kv1.2 es practicamente igual a Shaker si solamente
se evalian sus propiedades macroscopicas de manera superficial [51, 52]. El problema surge
cuando se realizan estimaciones precisas, con una resoluciéon de angstroms, del movimiento
del S4 durante la activacion del DSV mediante estudios computacionales. Dado que no se ha
resuelto la estructura de un DSV desactivado y las propiedades biofisicas de Kv1.2 no han
sido analizadas, las simulaciones de dindmica molecular estan guiadas inicamente por datos

de una proteina diferente, Shaker, para definir el estado inicial del S4.

La premisa de este trabajo es que una simulacién tan detallada exige datos funcionales
igualmente meticulosos, o al menos una prueba experimental de que Kv1.2 es idéntico a
Shaker en los aspectos mas fundamentales de la deteccion del voltaje. Ensayos preliminares
revelaron que la sensibilidad al voltaje en Kv1.2 es significativamente menor que la de Shaker,
y se decidi6 evaluar con mas detalle las diferencias entre el movimiento de carga de ambos

canales.
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Objetivo general

Medir la carga de apertura de Kv1.2 y determinar si es igual a la de Shaker-

Objetivos particulares

= Describir las propiedades de las corrientes macroscopicas de Kv1.2.

» Establecer la causa de la discrepancia entre mediciones de Kv1.2 y de Shaker.
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Métodos

II.1. Biologia molecular y expresion heterdloga de Kv1.2

El plasmido Kv1.2-pMAX nos fue proporcionado por el Dr. Benoit Roux (Departamento
de Bioquimica y Biofisica Molecular, Universidad de Chicago). El DNA fue linearizado con
Pacl y transcrito in vitro con el kit de RNA polimerasa T7 mMESSAGE mMACHINE de

acuerdo a las instrucciones del fabricante (Ambion).

Para probar multiples hipétesis a lo largo de la realizacion de este trabajo, se cons-
truyé una variedad de canales Kv1.2 mutantes. La Tabla II.1 resume la posicién de la mu-
tacion, la regién del canal que modifica y si es posible registrar corriente cuando se inyecta

mRNA a ovocitos de la rana Xenopus laevis:

Mutante Regién modificada Expresion
W366F Poro Si
W366Y Poro Si
V410F Poro No
V410Y Poro No
V410W Poro No

R294M (R1M) S4 No
R294C (R1C) S4 No
R294Q) (R1Q) S4 St
R297Q) (R2Q) S4 Si
R300Q (R3Q) S4 No
R300M (R3M) S4 No
R300N (R3N) S4 Si
R300S (R3S) S4 No

27
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R300T (R3T) S4 No
R303Q (R4Q) S4 Si
K306T (K5T) S4 No
K306S (K5S) S4 No
K306A (K5A) S4 No
K306G (K5G) S4 No
K306M (K5M) S4 No
R309Q (R6Q) S4 No
R309T (R6T) S4 No
Kv1.2A(273-285) / Shaker(332-353) linker S3-S4 No

Tabla II.1: Mutaciones en Kv1.2. El nombre entre paréntesis de las mutantes del S4
hace referencia al orden de las cargas positivas en el S4.

Las mutaciones en el poro fueron realizadas mediante el método de PCR de dos pasos
[53] con la enzima Platinum Pfx (Invitrogen). El resto de las mutantes se construyeron en un
solo paso usando la polimerasa KOD (Novagen). Los oligonucle6tidos mutagénicos también
realizan una sustitucién sinénima en el DNA de la mutante para permitir su diagndéstico por
restriccion, y las clonas positivas fueron verificadas por secuenciacién. Todas las enzimas de

restricciéon fueron compradas a New England Biolabs.

La expresion heterdloga de canales fue llevada a cabo en ovocitos de Xenopus laevis. Una
seccion de ovario fue extraida quirirgicamente y defoliculada con colagenasa tipo I (Sigma
Aldrich) a una concentracién de 1.2mg/ml en solucién OR2 (Tabla I1.2). Posteriormente, las
células fueron almacenadas a 18°C en solucién ND96 (Tabla I1.2). Entre 5 y 24 horas después
de la colecta, ovocitos de etapas V-VI fueron inyectados con 30-60 nl de mRNA 0.5-1 pg/pl.

Los registros electrofisiologicos se llevaron a cabo de uno a tres dias después de la inyeccién.

OR2 ND96
82.5 mM NaCl 96 mM NaCl
2 mM KCI 2 mM KCI
5 mM HEPES 1.8 mM CaCl,
pH 7.5 (NaOH) 5 mM HEPES

2.5 um 4cido pirtavico
10 pg/mL gentamicina
pH 7.5 (NaOH)

Tabla II.2: Soluciones para colecta y almacenaje de ovocitos de Xenopus laevis.
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11.2. Electrofisiologia

I1.2.1. Fijacién de voltaje en microareas de membrana (patch-

clamp)

La técnica por excelencia para estudiar la actividad de los canales ionicos es la fijacion de
voltaje en microareas de membrana o patch-clamp. El patch-clamp permite medir el paso de
carga a través de la membrana con una resolucién extraordinaria, en el orden de 107 segundos
y 1072 amperes, y ha sido una herramienta invaluable para el estudio de la fisiologfa de las

membranas celulares desde su invencién en 1981 [54].

Brevemente, la fijacién de voltaje consiste en mantener el potencial de membrana en un
valor fijo al inyectar corriente que compensa rapidamente cualquier cambio causado por el
flujo de iones a través de los canales. Para hacer patch-clamp, se presiona una micropipeta de
vidrio que contiene un electrodo, tipicamente de Ag-AgCl, contra la membrana de la célula.
Los lipidos de la membrana se adhieren al vidrio, formando un sello de alta resistencia
(2 1 GQ) entre la solucién de la pipeta y la solucién intracelular, que es eléctricamente
continua con la solucién del bano. Una vez formado el gigasello, se pueden medir cambios en
el potencial de membrana y compensarlos rdpidamente usando un amplificador. La corriente
que se tiene que inyectar para mantener el voltaje constante es del signo opuesto a la corriente
que esta fluyendo a través de los canales del parche, pero como es de la misma magnitud, es
una medida de cuanta corriente esta pasando a través de la membrana que forma el gigasello.
La corriente de compensacién se amplifica y es lo que se registra durante un experimento de

patch-clamp.

Hay cuatro distintas configuraciones de patch-clamp, y la que se use depende de la na-
turaleza del experimento que se quiera llevar a cabo. Todas empiezan de la manera que fue
descrita en el parrafo anterior, formando un gigasello entre la membrana y una pipeta de
vidrio. Esta es la configuracién més simple, llamada on-cell o cell-attached (Figura I1.1 A).
El gigasello es tan estable que puede escindirse de la célula, de esta manera, el experimenta-
dor tiene control total sobre la solucién intracelular y puede cambiarla rapidamente. A esta
técnica se le conoce como inside-out (Figura II.1 C). Alternativamente, la membrana del
gigasello puede romperse aplicando succién para obtener acceso eléctrico a la célula comple-
ta (Figura II.1 B), esta es la configuracién whole cell. También es posible exponer la cara
extracelular de la membrana a la solucién del bano (outside-out, Figura I1.1 D) separando

la pipeta de la célula en modo whole-cell.
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Figura IL.1: Configuraciones de patch-clamp. (A) On-cell o cell-attached. (B) Whole-
cell. (C) Inside-out. (D) Outside-out.

I1.2.2. Adquisicion y analisis de datos

Todos los experimentos descritos en este reporte fueron realizados con la técnica de patch-
clamp en la configuracion on-cell excepto donde es indicado lo contrario. Los registros de
corriente fueron adquiridos con un amplificador Axopatch 200B (Molecular Devices) y los
programas Pulse y Patchmaster (ambos de HEKA Elektronik). Los trazos de corriente fueron
filtrados, muestreados y separados de la corriente de fuga de acuerdo al tipo de experimento

realizado, como es indicado en la Tabla I1.3:

Experimento Filtro paso Frecuencia de Sustraccion
bajo muestreo
Curva conductancia-voltaje 5 kHz 20 kHz -P/5
Analisis de varianza 10 kHz 100 kHz —
Pendiente limite 5kHz 15 kHz manual
Corrientes de compuerta 10 kHz 50 kHz -P/5
Carga por canal 10 kHz 100 kHz —
Rampas de voltaje 5 kHz 10 kHz manual

Tabla II.3: Procesamiento de la senal de corriente.
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Todos los registros fueron analizados con codigos escritos en nuestro laboratorio usando

el software Igor Pro 6 (Wavemetrics).

Curvas de conductancia-voltaje

Se aplicaron pulsos de voltaje desde un potencial de mantenimiento de -90 mV hasta
70 mV en incrementos de 10 mV (pulso de prueba), posteriormente se regresé el potencial
de membrana a -90 mV (corriente de cola). La corriente de cola estd relacionada con la

conductancia macroscopica GG de acuerdo a las siguientes consideraciones:

La corriente macroscopica I que se observa durante un registro electrofisiolégico depende
del nimero de canales en el parche (N), la probabilidad de que estén abiertos (FP,), la
conductancia de cada uno de ellos (g) y la fuerza impulsora, que es la diferencia entre
el voltaje del pulso y el potencial de inversién (V' — V,.,). La conductancia macroscépica

engloba todos estos términos excepto la fuerza impulsora:

G = NP,y (IL1)

I =GV = View) (I1.2)

Inmediatamente después de hiperpolarizar la membrana, los canales no han tenido sufi-
ciente tiempo para cambiar de conformacién y por lo tanto la probabilidad de apertura P,
al principio de la corriente de cola es la misma que en el pulso de prueba, pero la fuerza im-
pulsora V' —V,., si cambia inmediatamente. Si la fuerza impulsora es constante entre pulsos,
I es directamente proporcional a GG, y al normalizar la amplitud de la corriente de cola se

obtiene la fraccion de la conductancia que se activa con cada pulso de voltaje.

La amplitud de la corriente de cola durante los primeros 40 us del pulso hiperpolarizante
fue normalizada y graficada contra el voltaje al cual se estimulé la membrana durante el

pulso de prueba. La curva fue ajustada con la ecuacion

1 4

P(V) :Pmax[ —q
1+ er7(v—v%

(11.3)

donde P(V') representa la probabilidad de apertura en funcién del voltaje, Py la proba-
bilidad de apertura méaxima, k la constante de Boltzmann, T' la temperatura en K, V* una

variable relacionada con la posicién de la curva en el eje del voltaje y ¢ la carga asociada al
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paso del estado cerrado al abierto por subunidad. La ecuacién de Boltzmann (II.3) asume
que un canal solamente puede encontrarse en dos estados, cerrado o abierto, y describe la
probabilidad de encontrar al ensamble de canales en el estado abierto en términos de la
energia de la transicion. La ecuacion I1.3 estd elevada a la cuarta potencia para representar
que cada subunidad del tetramero lleva a cabo, de manera independiente, el mismo cambio

conformacional que causa la apertura.

Anadlisis de ruido no estacionario

Una manera de contar el niimero de canales presentes en un experimento electrofisiolégico
es usando analisis de ruido no estacionario. Para canales que 1. Sélo pueden existir en un
estado conductivo o no conductivo, 2. Cuya activaciéon es independiente de la actividad de
otros canales en el parche y 3. Que constituyen una poblacién homogénea, la varianza o?
de la corriente macroscopica promedio < I > y el nimero de canales N esta relacionada a

través de la expresion

<I?>

2 .
=< [ >—
o=t N

(IL.4)
La ecuacion I1.4 es derivada a partir de expresiones que declaran que la activacion de un
solo canal es descrita por una distribucién binomial, y que la varianza de la activacion de un
solo canal se multiplica N veces para obtener la varianza de la corriente macroscopica. En
resumen, es posible estimar el niimero de canales en un experimento a través de la varianza

de la corriente macroscépica [55, 13].

Experimentalmente, se pulsa la membrana al mismo voltaje (50 y -90 mV en este trabajo)
2100 veces, y se promedian los trazos de corriente para obtener la corriente macroscépica
promedio. Posteriormente, se resta < I > de cada trazo de corriente para producir trazos
de fluctuaciones. La varianza es calculada en cada punto del curso temporal de los trazos de
fluctuaciones y graficada en funciéon de < I >. Presentados de esta manera, los datos tienen
la forma de una parabola que puede ser ajustada con la ecuacién I1.4. El maximo de la
pardbola estd ubicado en el valor de I donde la probabilidad de que un canal esté abierto (o
cerrado, porque es una distribucién binomial) es igual a 0.5. La pendiente de los puntos més
cercanos a < [ >= 0 (y por lo tanto, P, ~ 0) representa la corriente unitaria i. La parabola
tiene dos raices: la primera es donde < I > = 0, y la segunda es donde < I > = iN (cuando
P, =0y 1, respectivamente). El programa que ajusta los datos hace uso de la segunda raiz

y el valor de i para estimar el nimero de canales en el parche.
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Pendiente limite

En 1978, Almers propuso que para un canal que se activa con despolarizacion, la sensibi-
lidad al potencial es maxima y depende exponencialmente en el voltaje cuando V — —o0, v
consecuentemente, la probabilidad de apertura P, — 0 [30]. El razonamiento detras de esta

idea es que para un canal con un modelo de activacion secuencial

O) 22 Oy 22 04,0, 22 0 (IL5)
k_q k_o ke

la tinica forma de medir la carga asociada a todas las transiciones k es asegurandose de que el
estado inicial de todos los canales sea el primer estado cerrado C', poblado preferencialmente
cuando el voltaje es muy negativo. De esta manera, cuando se mide la probabilidad de
apertura, el experimentador puede estar seguro de que cada canal que se abra recorrio la

totalidad de la via de activacién y desplazé la carga asociada a cada transicién.

En otras palabras, lo que la teoria de la sensibilidad logaritmica al potencial significa es
que es posible medir la carga de apertura aparente g, mediante la dependencia de P, en el
voltaje a potenciales muy negativos. En el rango de voltaje donde P, es < 103, P, depende

exponencialmente en V y estd relacionada a ¢, por la expresion

P, = AeflV/FT (IL.6)

donde A es una constante sin significado fisico (en este modelo) que ajusta la escala de la
exponencial, k es la constante de Boltzmann y T es la temperatura en K. A este método de
determinacion de la carga de apertura aparente se le conoce como pendiente limite. Es impor-
tante recalcar que ¢, solamente representa la carga de apertura fisica si no hay movimiento
de carga fuera de la via de activacion, y para que eso sea cierto la via tiene que cumplir
con los siguientes requisitos: 1. Tener un solo estado abierto, o de haber maés, que no haya
movimiento de carga en las transiciones que los comunican, 2. Que no haya ramificaciones
de la via que sean dependientes del voltaje, y 3. Que no haya estados cerrados posteriores al
estado abierto [33].

La probabilidad de apertura esta relacionada con la magnitud de la corriente macroscopi-

ca I a través de la ecuacién
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[ = NPy (11.7)

donde 7 es la amplitud de la corriente de un solo canal y IV es el niimero de canales. Experi-
mentalmente, una P, < 107 implica que la corriente macroscépica en un parche de membrana
tipico es practicamente indetectable. Sin embargo, es posible medir N P, mediante la obser-
vacion de aperturas de canales tinicos: si se registra la actividad unitaria de los canales por
un tiempo suficientemente largo, se puede hacer un ensamble de los trazos de corriente y
reconstruir un curso temporal de activaciéon comparable con el resto de las observaciones
macroscopicas, correspondiente al valor de la expresion N P,. La probabilidad de apertura

puede ser separada de N mediante analisis de varianza (ver 11.2.2, Andlisis de varianza).

En este trabajo se midié la probabilidad de apertura como fue descrito en el parrafo
anterior. En el rango de voltaje 30 — -45 mV (donde P, 2> 10™!), se determiné P, a través
de corrientes de cola y anélisis de fluctuaciones. Para el resto de las mediciones de P,, la
membrana fue despolarizada 100-1000 veces desde -100 mV hasta el voltaje de prueba, que
abarca el rango -50 — -90 mV en escalones de 5 mV, y regresada al potencial de manteni-
miento. La duracion de cada pulso de prueba fue de 600 ms. La corriente de fuga fue restada
manualmente de cada trazo de corriente usando un promedio de trazos sin aperturas. Los
trazos sustraidos se idealizaron como en [56], donde se mide la amplitud de la corriente
unitaria i y se define un umbral U = i/2. Si la corriente en un punto dado es mayor que
U, la idealizacién define ese punto como 1 (“canal abierto”), y si es menor que U lo define
como 0 (“canal cerrado”). El programa tiene mas de un umbral para permitir la evaluacién
de aperturas simultaneas. La suma de las idealizaciones dividida entre el niimero de trazos
analizados representa el curso temporal de N P,. El valor absoluto de N P, fue determinado a
partir del valor promedio de la curva de activacion una vez que alcanza el estado estaciona-
rio, y dividido entre el nimero de canales N estimado por analisis de varianza en el mismo
parche para obtener la probabilidad de apertura. P, fue graficada en funcién del voltaje, y
la carga de apertura aparente se obtuvo a través del ajuste de la ecuacién I1.6 en el rango
102 ~ 107 de P,.

Curvas de carga-voltaje

Se midieron corrientes de compuerta para evaluar directamente la translocacion de las
cargas del S4. Dado que las corrientes de compuerta son indetectables en presencia de co-
rriente i6nica a través del poro, se usaron soluciones libres de iones permeantes durante estos

experimentos.
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Se aplicaron pulsos de voltaje desde un potencial de mantenimiento de -90 mV hasta 50
mV en incrementos de 10 mV (pulso de prueba), posteriormente se regresé el potencial de
membrana a -90 mV. A diferencia de las corrientes iénicas, las corrientes de compuerta son
transitorias porque el movimiento del S4 es limitado. Las corrientes durante la despolariza-
cién (corrientes de activacién/on currents) fueron integradas y el valor de carga obtenido se

graficé contra el voltaje al cual se estimuld la membrana.

Carga por canal

Es posible medir corrientes idnicas y de compuerta en el mismo gigasello usando soluciones
de Cs™, un catién que permea ~20 veces menos que K a través del poro de los canales Kv
[57, 58]. Para realizar esta clase de experimentos, se usaron soluciones simétricas donde Cs*

es el tnico ion permeante.

La membrana fue estimulada al potencial de inversién (alrededor de 0 mV) para obtener
un trazo de corriente de compuerta, libre de corriente iénica. La corriente se integré para
obtener el valor de la carga desplazada por la activacion de todos los canales presentes en el
gigasello. En el mismo experimento, se obtuvieron registros de corriente iénica pulsando la
membrana de 300 a 600 veces desde un potencial de mantenimiento de -90 mV hasta 50 mV
y de vuelta a -90 mV. Las fluctuaciones de la corriente fueron usadas para calcular N como
fue descrito anteriormente. El valor de la carga méaxima fue graficado contra el nimero de
canales presentes en el mismo gigasello. La pendiente de un ajuste lineal entre experimentos

representa el movimiento de carga asociada a la activacion de un solo canal.

Rampas de voltaje

Una rampa de voltaje que asciende a 50 mV desde -100 mV en 5 s fue aplicada al gigasello.
Para eliminar el componente de corriente de fuga, se determiné la pendiente de la corriente
en la region lineal entre -100 y -90 mV y se rest6 una linea con la misma pendiente al trazo
entero. La corriente sustraida fue convertida a conductancia dividiendola entre el voltaje,

normalizada al valor de la conductancia en el estado estacionario y ajustada con la ecuacién

AedV/FT (IL.8)

en el rango de conductancia normalizada 102 — 10 para obtener la carga. Los parametros

de la Ecuacién I1.8 tienen el mismo significado que en la ecuacion 11.6.
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Modelo cinético

Se utilizé el modelo propuesto por Ledwell y Aldrich [59], que postula dos transiciones
independientes entre estados cerrados por cada una de las cuatro subunidades. Una vez que
todas las subunidades han atravesado las dos transiciones, se alcanza un estado cerrado que

tiene todos los DSVs activados. El estado cerrado-activado precede al estado abierto:

Cp = 0y 22 ]t 2 0y 220 0 (IL.9)
ﬁl 572 /Cfl kc

Se escribieron las ecuaciones diferenciales que describen el cambio de concentracion de cada
estado y se integraron usando el método de Runge-Kutta en Igor Pro. La ocupancia del
estado abierto se graficé en contra del tiempo para reconstruir los cursos temporales de
las corrientes i6nicas macroscépicas a cada voltaje experimental. A cada transicion se le
asigno cierta carga, de tal manera que el movimiento entre estados en el modelo reconstruye
las corrientes de compuerta. El valor de cada constante de velocidad se asigno arbitrariamente
buscando el mejor ajuste de los datos. La concordancia del modelo con las corrientes se
evalué visualmente, y el conjunto de constantes de velocidad y carga que reproducen mas

fielmente la cinética de los datos es el que se presenta en esta tesis.
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11.2.3. Soluciones

Curvas de conductancia-voltaje, pendiente limite y rampas de voltaje:

Intracelular Extracelular
130 mM KCl 130 mM KCl
3 mM HEPES 3 mM HEPES
1 mM EDTA 1.8 mM CaCl,
pH 7.4 (KOH) pH 7.4 (KOH)

Soluciones para medir inactivaciéon tipo C en Kv1.2:

Intracelular Extracelular
TEA Bajo KT
100 mM KCI 100 mM KCI 10 mM KCl1
30 mM NaCl 30 mM TEACI 120 mM NaCl
3 mM HEPES 3 mM HEPES 3 mM HEPES
1 mM EDTA 1.5 mM CaCl, 1.5 mM CaCl,
pH 7.4 (KOH) pH 7.4 (KOH) pH 7.4 (NaOH)

Corrientes de compuerta:

Intracelular Extracelular
130 mM NMDG-Asp 130 mM NMDG-Asp
10 mM HEPES 10 mM HEPES
5 mM NaCl 5 mM NaCl
2.5 mM EDTA 2.5 mM CaCly

pH 7.4 (NMDG) pH 7.4 (NMDG)

Carga total por canal:

Intracelular Extracelular
120 mM CsCl1 120 mM CsCl1
10 mM HEPES 10 mM HEPES
1.5 mM EDTA 1.5 mM CaCl,

pH 7.4 (NMDG) pH 7.4 (NMDG)
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Resultados

III.1. Propiedades de la corriente macroscépica de Kv1.2

Se empezd este estudio con una caracterizacion breve de las propiedades macroscépicas de
Kv1.2. Algunos trabajos habian mostrado que Kv1.2 es un clésico canal de potasio activado
por voltaje que tiene muchas similitudes con Shaker: alta sensibilidad a los cambios en
el potencial transmembranal, una cinética de activacién, desactivacion e inactivacion tipo C
comparable y afinidad por charybdotoxina, un péptido presente en el veneno del escorpién L.
quinquestriatus [51, 52|, as{ como la secuencia de selectividad cldsica de un canal de K muy
similar a la de Shaker [58, 57|. Los resultados de esta seccién anaden algunas propiedades
a esa lista. Las constante de tiempo de activacién, desactivacion y retraso de la activacion
dependen fuertemente en el voltaje, aunque notablemente, la activacién es mas lenta que en
Shaker a todos los voltajes probados ([60, 31]) (Figura III.1 B). La cinética de activacién es
sigmoidal, indicativo de multiples estados cerrados, mientras que la cinética de desactivacion

es monoexponencial, sugerente de un solo estado abierto.

El retraso esta relacionado con las transiciones entre multiples estados cerrados, mientras
que la constante de tiempo de la activacion refleja las propiedades del paso limitante de la
via de activacion. En Kv1.2, el retraso siempre es mas rapido que la constante de tiempo de
activacion, lo cual sugiere que la transicion limitante es la tultima en la via, la de apertura

(ko en el esquema III.1).

O 2 Oy 222 040 22 0 (IIL.1)
k,l ]{372 kc
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Figura III.1: Las propiedades de las corrientes macroscépicas de Kv1.2 son muy si-
milares a las de Shaker. (A) Familia de trazos de corriente de un experimento repre-
sentativo. El pulso activador va desde -70 mV hasta 30 mV en incrementos de 10 mV,
seguido de un pulso hiperpolarizante a -90 mV. (B) Constantes de tiempo de la ac-
tivacién (tridngulos), desactivacién (tridngulos invertidos) y retraso de la activacion
(rombos). Se ajusté la ecuacién exponencial 7(V) = 79e?"/*T" (linea roja) a los cinco
puntos extremos de la curva de cada constante de tiempo para obtener la carga asociada
a ella. gqer = 0.25 €q, qdgeact = 0.72 €p, Gretraso = 0.45 eg. (C) Varianza de la corriente
macroscopica en un experimento representativo. El nimero de canales N y la corriente
unitaria i (650 y 0.7 pA a 40 mV en este parche) fueron estimados a partir del ajuste
de la ecuacién o2 = il — I?/N, y se obtuvo la probabilidad de apertura méxima (0.8)
mediante la expresion Pp,q; = I/Ni. (D) Curva de probabilidad de apertura-voltaje.
La linea roja es un ajuste a la ecuacién P(V) = Ppap[———=—]*, V* = -45 mV, ¢

—q
=27 €0.

14+e FT(V=V%)
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El andlisis de varianza, como es descrito en la seccion 11.2.2, permite estimar el niime-
ro de canales N y la corriente unitaria ¢ a través de las fluctuaciones de la activacién o
desactivacion de la corriente iénica. Conociendo esos parametros, es posible calcular la pro-
babilidad de apertura méaxima P,,,, mediante la expresion I = iNP,,,., valida cuando se
activa la corriente con un pulso de voltaje igual o mayor al necesario para saturar la curva
de conductancia-voltaje. La Figura III.1 C muestra la varianza de la corriente de activa-
cién en un experimento tipico. P, en Kv1.2 es 0.8, idéntica a la de Shaker. La curva de

conductancia-voltaje fue normalizada a este valor para producir una curva de P,-voltaje
(Figura III.1 D).

II1.2. Mutaciones en el poro de Kv1.2

Después de describir las corrientes ionicas, se pretendiéo medir corrientes de compuerta
para continuar con la caracterizacién de las propiedades macroscépicas de Kv1.2. Dado que
las corrientes de compuerta son minuisculas comparadas con las corrientes iénicas (~10? veces
més pequenas) y sus cursos temporales se sobrelapan parcialmente, es imposible analizar las
caracteristicas de las corrientes de compuerta cuando fluye corriente iénica al mismo tiempo.
Existen miultiples soluciones para este problema, y la primera que se decidié aplicar fue
modificar el dominio de poro. Se han descrito algunas mutaciones en Shaker que impiden la
conduccién idnica pero dejan intactas otras propiedades, como la deteccién del voltaje. Tener
una herramienta asi eliminaria la necesidad de perfundir el gigasello con bloqueadores del
poro o registrar en ausencia de iones permeantes, que puede tener efectos indeseados sobre

las propiedades del canal.

Una de las mutantes mencionadas arriba es Shaker W434F [61], no es conductiva porque
la inactivacién tipo C se acelera a tal grado que la conformacién preferencial del canal es
el estado inactivado [62]. De acuerdo a esta informacién, se construyé la mutante analoga
Kv1.2 W366F. Se encontré que W366F conduce suficiente corriente iénica para hacerla intil
para nuestro propoésito, pero dicha corriente tiene una cinética notablemente diferente a
la del canal silvestre (Figura II1.2 A). Conociendo las propiedades de Shaker W434F, lo
mas probable era que el decaimiento de la corriente en Kv1.2 W366F fuera causado por
inactivacién tipo C. Para probar esta hipdtesis, se registro a la mutante en soluciones de
bajo KT extracelular, condicién que se sabe que acelera la inactivacién tipo C [63, 64], que
fue lo que sucedié en W366F (Figura I11.2 B). Otra caracteristica de la inactivacién tipo C es
que se hace més lenta cuando se aplica tetraetilamonio (TEA), un bloqueador del poro de los

canales de K, a la cara extracelular de la membrana. Se midié la velocidad de inactivacién
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antes y despues de perfundir un parche outside-out con TEA, y se encontré que se hacia
més lenta (Figura I11.2 B). El comportamiento de la inactivacién de Kv1.2 W366F en ambas
condiciones es consistente con la hipotesis de que es tipo C, como en Shaker, pero no lo

suficientemente rapida para impedir la conduccién iénica.

A B 10°

10* 4
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Figura III.2: Las mutaciones W366F y W366Y en Kv1.2 no eliminan la conduccién
iénica. (A) Familia de trazos de corriente de W366F. El pulso de voltaje que activa las
corrientes mostradas aqui va de -70 mV hasta 70 mV en incrementos de 10 mV, seguido
de un pulso hiperpolarizante a -90 mV. (B) Constantes de tiempo de la inactivacién
en alto KT (cuadrados negros), bajo KT extracelular (tridngulos invertidos) y 30 mM
TEA extracelular (circulos). S6lo se cuenta con un experimento en ambas condiciones de
prueba. (C) Familia de trazos de corriente de W366Y. El pulso de voltaje que activa las
corrientes mostradas aqui va de -70 mV hasta 60 mV en incrementos de 10 mV, seguido
de un pulso hiperpolarizante a -90 mV. (D) Curva de probabilidad de apertura-voltaje.

La linea roja es un ajuste a la ecuaciéon P(V) = Ppae[—=—]* , V* = -49 mV, ¢
146 FTV=V")

= 2 ep. La curva de P, del canal silvestre (linea gris) se muestra para comparacion.

Sabiendo que era posible que Kv1.2 W366F no fuera idéntica a Shaker, se construyo la
mutante W366Y al mismo tiempo. Esta mutante es notablemente similar a Kv1.2 silves-

tre, con la diferencia de que la velocidad de desactivacién es mayor y consecuentemente la
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probabilidad de apertura maxima es menor (Figuras II1.2 C y D).

Dado que los intentos de obtener un canal no conductivo a partir de sustituciones en la
posicién 366 no fueron exitosos, se construyeron tres mutantes mas, esta vez de la valina 410.
V410 de Kv1.2 equivale a V478 en Shaker, y al sustituir V478 por un aminodacido aromatico,
se forma un “sello hidrofébico” cerca de la compuerta de activacion que estabiliza tanto el
estado cerrado del poro que practicamente nunca se abre [65, 66]. Se mut6 V410 de Kv1.2
a Trp, Phe y Tyr con la intencién de obtener canales no conductivos, pero no fue posible

observar ningun tipo de corriente —iénica o de compuerta— por patch-clamp.

I1I1.3. Corrientes de compuerta de Kv1.2

A falta de una mutante no conductiva, se midieron las corrientes de compuerta de Kv1.2
usando soluciones libres de iones permeantes (Figura II1.3 A). Las corrientes de activacion
fueron integradas y normalizadas para construir la curva de carga-voltaje (Figura I11.3 B), y
ajustadas con una suma de dos ecuaciones de Boltzmann para representar que el movimiento

de carga es asimétrico entre las transiciones iniciales y finales.
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Figura IT1.3: Corrientes de compuerta de Kv1.2. (A) Trazos representativos de corrien-
tes de compuerta. Se pulso la membrana desde -50 mV a 40mV en cada 10 mV, potencial

de desactivacién = -90 mV. (B) Curva de carga-voltaje. La linea roja corresponde a un
P’I’La(L’l P’IILG/(L'Q
TR E R R
o FT(V=V) o FTV=V5)

ajuste a la suma de dos ecuaciones de Boltzmann P(V) =

1+ 1+

,VIi=-T0mV, ¢t =03 ey, V5’ =-37TmV, g2 = 3 ep.

La relacién entre el movimiento de carga y el voltaje indica que la totalidad de los VSDs
presentes en el gigasello se encuentran activados a potenciales mas positivos que -10 mV,

donde la curva alcanza el estado estacionario.
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II1.4. Modelo cinético de las corrientes macroscoépicas
de Kv1.2

Se construyé un modelo de la activacién del canal que reproduce nuestras observaciones
macroscopicas (Figura I11.4, esquema en 11.9). El modelo simula dos transiciones entre esta-
dos cerrados por cada subunidad del tetramero, donde se lleva a cabo el movimiento de la
mayor parte de carga, seguidas por una transiciéon poco voltaje-dependiente hacia un estado

abierto unico.

Los parametros de las constantes de velocidad usadas se listan en la Tabla II1.1. El modelo
que se usé fue propuesto con anterioridad para explicar el comportamiento de Shaker, y
ajusta muy adecuadamente la cinética de las corrientes macroscopicas de Kv1.2. El modelo
indica que una de las primeras transiciones entre estados cerrados es la mas dependiente en
el voltaje al tener la mayor carga asociada a sus constantes de velocidad. Es notable que
se logre reproducir la cinética de Kv1.2 usando pardmetros muy similares a Shaker excepto
por la magnitud de las constantes de velocidad — las constantes que llevan hacia el estado
abierto fueron reducidas y las que llevan hacia estados cerrados fueron aumentadas [59]. Esto

sugiere que es mas dificil responder a una despolarizacion en Kv1.2 que en Shaker.

Dado que no estaba dentro de los objetivos caracterizar exhaustivamente las propiedades
macroscépicas del canal, sino la carga de apertura, no se realizaron muchos de los experimen-
tos que se han utilizado para evaluar modelos mucho més detallados e informativos [67, 68].
Sin embargo, es evidente que el mecanismo de activacién de Kv1.2 debe ser muy similar al

de Shaker, ya que se puede ajustar usando los mismos modelos.

Constante Valor a 0 mV (s!) Carga (eg)
Kv1.2 Shaker [59] Kv1.2 Shaker [59]
oy 520 1120 0.4 0.2
b1 1000 373 -0.6 -1.6
Q9 1900 2800 0.8 0.3
Ba 60 21.2 -0.7 -0.1
ky 400 — 0.2 —
k_q 100 — -0.6 —
ko 1100 3000 0.05 0.1
ke 400 250 -0.2 -0.3

Tabla III.1: Valores de las constantes de velocidad usadas para reproducir los datos
experimentales.
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Figura II1.4: Un mode-
lo cinético propuesto para
Shaker ajusta las corrien-
tes macroscépicas de Kv1.2.
Los trazos mnegros corres-
ponden a los datos experi-
mentales y los rojos a la si-
mulacion hecha con el mo-
delo. (A) Corrientes i6nicas
de activacién. (B) Corrien-
tes de compuerta. El area
gris es la integral de la co-
rriente. (C) Curvas de carga
(circulos negros) y conduc-
tancia (cuadros blancos) en
funcién del voltaje. La linea
roja continua es la predic-
cién del modelo para la car-
ga, la linea punteada predi-
ce la conductancia.
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II1.5. Medicién de la carga de apertura aparente:

Pendiente limite

A primera vista, Kv1.2 se parece tanto a Shaker que no hay razoén para sospechar que
podria tener una sensibilidad diferente al voltaje. Sin embargo, cuando se midi6 la carga
de apertura aparente por el método de la pendiente limite, se encontré que Kv1.2 desplaza
10.2 + 0.45 ey desde el primer estado cerrado de la via de activacion hasta el estado abierto

(Figura II1.5), cuando en Shaker es ~13 ey.
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Figura IIIL.5: La activacién de Kv1.2 estd acoplada a la translocacién de 10 eg. (A)
Reconstruccion del curso temporal de la activacion a probabilidades de apertura bajas
en un experimento representativo. El producto de la probabilidad de apertura y el
nimero de canales fue obtenido como es descrito en la seccién I1.2.2, y dividido entre
N para obtener P,. (B) Probabilidad de apertura en funcién del voltaje. La funcién
exponencial P(V) = PoedaV/*T fue ajustada en el rango de P, 102 — 107 (linea roja)
para obtener el valor de q,, la carga de apertura aparente. g, = 10.2 £ 0.45 eg.

El método de la pendiente limite es una medida indirecta de la carga de apertura, por
lo que observar una reducciéon en la sensibilidad al voltaje no necesariamente implica que se
transloca menos carga fisicamente — también podria significar que hay un desacople parcial

entre el movimiento de carga y la apertura del poro [33].

II1.6. Mediciéon de la carga de apertura: Corrientes de

Cs™ y de compuerta

Para distinguir entre las dos posibilidades de reduccion de la carga de apertura —menor

translocacion fisica de carga wvs transiciones voltaje-dependientes fuera de la via de acti-
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vacion—, se midio directamente el desplazamiento de carga a través de la integracion de
corrientes de compuerta y su division subsecuente entre el nimero de canales presentes en el
gigasello. El nimero resultante corresponde a la carga que se transloca durante la apertura

de un solo canal.

Para medir corrientes iénicas y de compuerta en el mismo experimento, necesarias para
medir el nimero de canales y la carga, respectivamente, usamos el método de Noceti et al [69]
esquematizado en la Figura II1.6. Los registros se hacen en soluciones de Cs™, que atraviesa
el poro del canal alrededor de 20 veces mds lentamente que K* y resulta en corrientes
ibnicas mucho mas pequenas. Esto permite registrar la corriente de compuerta al potencial
de inversién sin problemas de contaminacion por corriente idnica, y a la vez es posible estimar
el nimero de canales a partir de la varianza de la corriente iénica medida a otro potencial.
El uso de soluciones simétricas, donde el potencial de inversion es 0 mV, es adecuado en este
caso porque el maximo movimiento de carga se alcanza a un voltaje mas negativo (Figura
II1.3 B). La relacién entre la carga maxima y el nimero de canales representa la carga de
compuerta de cada canal, que en el caso de Kv1.2 es 10.6 £+ 0.6 ¢y. Como control, también se
midié la carga de Shaker bajo las mismas condiciones experimentales. El resultado de 15.3
ep estd de acuerdo con mediciones previas de 12-14 ¢ [31, 28, 29] y es significativamente
diferente al de Kv1.2.

El hecho de que la medicién directa de la carga de apertura también sea ~10 ey, como
el resultado por el método de la pendiente limite, demuestra que toda la translocacién de
carga del DSV estd acoplada a la apertura del poro y elimina la posibilidad de que haya

movimiento de carga entre estados fuera de la via de activacién.



Capitulo III. Resultados

47

-90 mVv | -90 mVv

0.5 nA

50 ms

w0
O

Corriente (pA)

80 - 500 30+
60 - - 400 25-
- 300 e
40 — Q & 20-
- 200 < ®
5
207 L 100 § 8 157
~ ©
0 i - 0 = 104
-20 4 - -100 5
] ] | | ] | ] ] ] 1
0.10 0.11 012 0.13 0.14 0.15 20 15 10 -05
Tiempo (s) Corriente promedio (nA)

Figura II1.6: Medicion de la carga por canal. (A) Trazo representativo de un experi-
mento. La membrana se despolarizé al potencial de inversién (alrededor de 0 mV) para
obtener la corriente de compuerta libre de contaminacion de corriente iénica. Poste-
riormente, se repolarizé la membrana al potencial de mantenimiento (-90 mV). (B) La
corriente de compuerta (trazo negro) fue integrada para obtener la carga de compuerta
(trazo rojo). (C) El nimero de canales fue obtenido a partir de un ajuste de la ecuacién
0? =4I — I?/N ala varianza de la corriente de cola promedio (N = 145070, i = -0.023
PA en este parche).
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Figura II1.7: Se desplazan 10 eg a través de la membrana durante la activacién de
Kv1.2. La relacién entre la carga total y el niimero de canales en cada experimento
(linea roja) ilustra la carga por canal (Kv1.2 = 10.6 eg, Shaker = 15.3 ep). El recuadro
muestra el resultado de una prueba de t, donde qky1.9 = 8.8 & 0.8 €p, qgpaker = 14 *+
0.9 eg y p = 0.0013.

II1.7. Mutaciones en el dominio sensor de voltaje de

Kv1.2

Una vez determinada la carga por canal de Kv1.2, el siguiente paso fue intentar encontrar
la razén por la cual es menor que en Shaker. Una comparacion de la secuencia de las dos
proteinas reveld que la regién que conecta los segmentos transmembranales 3 y 4 (denominado
linker S3-S4) de Kv1.2 es considerablemente més corta que la de Shaker (Figura II1.8 A).
Algunos estudios han propuesto que la longitud del linker S3-S4 estd involucrada en la
deteccion del voltaje, ya que acortar este segmento o romper la helicidad disminuye la carga
de apertura [70, 71]. Para probar la hipdtesis de que el hecho de que el linker S3-S4 de Kv1.2
sea mas corto es el causante de la disminucion de la carga de apertura comparada con Shaker,
se construy6 una quimera Kv1.2-Shaker, donde el linker S3-S4 de Kv1.2 es sustituido por el
linker S3-S4 de Shaker (Figura I11.8 B). Lamentablemente, fue imposible registrar corrientes
idnicas de esta mutante, por lo cual concluimos que no es funcional y nuestra hipotesis no

pudo ser examinada.
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Figura ITI.8: Construccién de quimera Kv1.2-Shaker. (A) Alineamiento de los residuos
correspondientes al linker S3-S4 en cada canal. (B) Esquema que muestra la regién que
se intercambid entre Kv1.2 y Shaker para generar la quimera del linker S3-S4.

Otra posible explicacion de la reduccién de la carga es que el S4 no sufra un movimiento
tan grande como en Shaker, o que la importancia de cada residuo cargado sea diferente
porque la constriccion del campo eléctrico de los DSV difiera en forma o posicion entre los
dos canales. Una manera relativamente sencilla de examinar cualitativamente el movimiento
de las cargas del S4 es neutralizar cada residuo y medir la disminucion de la carga de apertura
del canal mutante con respecto al silvestre, y posteriormente usar estos datos para construir
un mapa de la contribucién de cada residuo del S4 a la carga de apertura. Multiples mutantes,

no todas funcionales, fueron construidas con este fin (Seccién I1.1, Figura I11.9).

VllnleﬂvlFﬂllFLlanlsl
Q Q N Q

Figura IIL.9: Neutralizaciones funcionales de residuos basicos de S4. Se muestra la
secuencia de S4. Cada carga (azul) fue sustituida por los residuos indicados. Unicamente
se senalan las mutantes que fue posible analizar mediante electrofisiologia y que fueron
usadas para los experimentos de la seccién I11.8.

I11.8. Contribucién de los residuos cargados del S4 a

la deteccién del voltaje

Las mutantes funcionales (Figura I11.9) difieren del canal silvestre en la cinética de ac-
tivacion y cierre, y dos de las curvas de conductancia-voltaje se encuentran desplazadas en

direccién despolarizante (R1Q)) e hiperpolarizante (R2Q) (Figura II1.10). Cada mutante fue
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construida con la intencién de medir su carga de apertura usando el método de la pendiente
limite. Sin embargo, la obtencién de datos adecuados es técnicamente dificil y consume una
cantidad excesiva de tiempo, por lo que se usaron rampas de voltaje para medir la probabili-
dad de apertura de R1Q, R2Q y R4Q), cuyos altos niveles de expresion permiten la aplicacién
de este método (Figura II1.11 A). Aunque esta es una técnica mucho menos sensible (la pro-
babilidad de apertura méas pequeiia que pudimos medir con rampas de voltaje fue ~107,
comparada con~10"® usando pendiente limite), es posible asignar una importancia relativa
a cada residuo comparandolo con el canal silvestre. La tinica mutante que se estudié usan-
do pendiente limite fue R3N, porque sus niveles de expresién son insuficientes para medir
probabilidades de apertura bajas usando rampas (Figura I11.11 B). Se encontré que neutra-
lizar R1, R2, R3 y R4 reduce la capacidad del canal para detectar cambios en el voltaje,
disminuyendo la carga de apertura en un 55, 17, 20 y 16 % respectivamente (Figura II1.11

Q).

R1Q R2Q R3N R4Q

20 ms 50 ms

1.0+

0.8

0.6

0.4 —
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0.2

0.0 H

T T T T T T T T T T T T T T 1
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Figura III1.10: La neutralizacion de residuos en S4 modifica las propiedades de Kv1.2.
(A) Trazos de corriente representativos de cada mutante. El pulso activador va desde
-70 mV hasta 30 mV en incrementos de 10 mV, seguido de un pulso hiperpolarizante
a -90 mV. (B) Curvas de conductancia-voltaje de las mutantes funcionales y el canal
silvestre. El cédigo de colores es igual que en (A).
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Figura III.11: La sensibilidad al voltaje es alterada en las mutantes neutralizadas.
(A) Rampas representativas de R1Q (rojo), R2Q (amarillo), R4Q (azul) y el canal
silvestre (negro). La corriente obtenida al aplicar la rampa de voltaje fue convertida a
conductancia y normalizada al valor de la conductancia en el estado estacionario. La
carga fue calculada mediante el ajuste de la ecuacién Ae?V/¥T en probabilidades debajo
de 1073, (B) Medicién de la carga de apertura de R3N por pendiente limite. Se ajusté la
ecuacién descrita en (A) en el mismo rango de conductancia, g, R3N = 8 ¢ (un solo
experimento). (C) Carga de apertura de cada mutante expresada como una fraccién
de la carga medida por rampas (R1Q, R2Q, R4Q) o por pendiente limite (R3N) en el
canal silvestre. gg1 = 0.45, qro = 0.83, qr3 = 0.78, qrs = 0.84.

A diferencia de Shaker, donde la neutralizacion de cualquiera de las primeras cuatro
argininas tiene un efecto equivalente sobre la carga de apertura [29], R1 parece ser un residuo

mas importante que R2 y R4 en Kv1.2.
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IV.1. Propiedades macroscépicas de Kv1.2

Una inspeccion superficial del comportamiento de Kv1.2 revela que es un canal Kv clasi-
co: se activa por despolarizacién, su actividad depende fuertemente en el voltaje, tiene una
selectividad KT > Cs* > Na' y sufre inactivacién lenta. Cualitativamente, Kv1.2 es ex-
tremadamente similar a Shaker en todos estos aspectos. La probabilidad de apertura y la
pendiente de la curva de conductancia-voltaje de Kv1.2 es exactamente de la misma magni-
tud que en Shaker, y la carga asociada a las constantes de velocidad de activacién y retraso

de la activaciéon es bastante similar.

La tnica diferencia, pequena pero notable, que se encontrd fue que Kv1.2 se activa més
lentamente que Shaker. El valor de las constantes de tiempo de activacién de Kv1.2 es mayor
que en Shaker [31] en todo el rango de voltaje al cual se pulsé la membrana, y para que el
modelo cinético de Shaker ajustara las corrientes macroscépicas de Kv1.2 se tuvieron que
reducir todas las constantes de velocidad que llevan al estado abierto que se publicaron en el
articulo original [59]. La reduccién de la velocidad es sugerente de que las barreras energéticas

de las transiciones activadoras son mas altas en Kv1.2 que en Shaker.

Otra observacién notable es que varias mutaciones que estdn muy bien caracterizadas en
Shaker son irreproducibles en Kv1.2. La inactivacién tipo C en la mutante W366F, andlo-
ga a Shaker W434F, también se acelera considerablemente, pero no al grado de abolir la
conduccién [62]. Es posible que exista una diferencia estructural ligera entre el poro de los
dos canales que cause que el filtro de selectividad de Kv1.2 cambie de conformaciéon a una
velocidad distinta. Otra mutacién notable es la sustitucion del linker S3-S4 de Kv1.2 con el

de Shaker. Se han llevado a cabo varios estudios con mutagénesis extensiva en esa region de

52
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Shaker, asi que fue sorpresivo que Kv1.2 fuera susceptible a la adicién de un segmento de 11
residuos en una regién que cldsicamente tolera sustituciones [70, 71, 72]. Una posibilidad es
que se modificaran senales de insercién de los segmentos transmembranales y que la quimera
fuera incapaz de plegarse correctamente. El segmento S4 de Kv1.2 también es marcadamente
vulnerable a mutaciones comparado con Shaker [29]. Aunque es dificil inferir la razén por
la cual una proteina mutante no es funcional, el hecho de que las mutaciones en Kv1.2 no

tengan el mismo efecto de Shaker sugiere inequivalencias estructurales entre los dos canales.

IV.2. Carga de apertura de Kv1.2

La carga de apertura es una medida compleja que refleja no sélo el movimiento de S4, sino
el comportamiento de todas las cargas presentes en la proteina y la distribucion e intensidad
del campo eléctrico que las rodea. La magnitud de la carga de compuerta depende de la
distancia eléctrica que recorra cada carga positiva del VSD, que a su vez es una funcion de la
distancia en A que cada carga se desplaza y la intensidad del campo eléctrico en el camino que
recorre, por lo tanto es sumamente complicado atribuir una contribucion especifica a cada
factor, o determinar alguno de ellos cuantitativamente. Sin embargo, a la luz de estudios que
aproximan la posicién de algunas cargas en el estado cerrado y mediciones del grosor de la
constricciéon del campo eléctrico del DSV, es posible interpretar la carga de apertura para

estimar la magnitud del movimiento de S4 y la forma del septo del DSV.

El trabajo realizado hasta el momento indica que Kv1.2 tiene una sensibilidad menor
a los cambios en el potencial transmembranal de lo que se esperaria por su similitud a
Shaker, y la reduccion de la dependencia en el voltaje no se debe a que el acoplamiento
electromecanico sea laxo. Un estudio de dindamica molecular del movimiento de activacion
del DSV sugiere una posible razon para la reduccion de la carga: las simulaciones usando
la estructura de Kv1.2 silvestre resultan en una translocacion de 10 ey, en concordancia
con nuestros datos. Para que la carga de apertura aumente a ~13 ey, como en Shaker, es
necesario reorientar in silico la cadena lateral de R1 de tal manera que quede mas cerca
de la membrana, y consecuentemente, de su campo eléctrico [23]. Tomando en cuenta estos
datos, nuestra hipodtesis inicial era que en Kv1.2 la primera arginina contribuia muy poco a la
transferencia de carga porque estaba en una posicién demasiado extracelular para atravesar
totalmente el campo eléctrico de la membrana, fenémeno que sucede en Shaker [41]. Si
esto fuera cierto, la neutralizaciéon de R1 deberia tener un impacto minimo o nulo en la
dependencia de la apertura del canal en el voltaje. Sin embargo, lo que se encontré fue que

R1 es la carga con el rol mas importante en el S4 de Kv1.2, puesto que neutralizarla reduce
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la carga de apertura por 55 % (Figura I11.11). En vista de los resultados experimentales, se

descartd esta explicacién de la reduccion de la carga de apertura.

Una reduccién del 55 % en la sensibilidad al voltaje se traduce en 5.8 cargas elementales
(el 55% de 10.6 ep). En teorfa, la méxima contribucién de cada residuo es 4ey (una carga
elemental por subunidad que atraviesa la totalidad del campo eléctrico de la membrana).
El hecho de que neutralizar R1 disminuya la carga de apertura por méas de 4ey indica que
el papel de R1 no es inicamente translocar carga, sino que el quitarla de su posicién altera
la conformacién de la proteina en el estado abierto y/o cerrado, de tal manera que el S4
mutante no se desplaza tanto como el silvestre. A la luz de estudios en Shaker donde R1
se encuentra cerca de una fenilalanina extremadamente conservada entre DSVs en el estado
cerrado [73, 74], una posible explicacién de la importancia de R1 es que actiie como un
candado que atrapa a la hélice en una posicién intracelular. En su ausencia, el S4 mutante
no seria capaz de desplazarse hasta su posicion original en el canal silvestre, resultando en

menos movimiento de todas las cargas del S4.

Los experimentos de neutralizacién de las argininas del S4 de Kv1.2 indican que R1
contribuye significativamente mas a la deteccion del voltaje que las argininas posteriores, a
diferencia de Shaker, donde los primeros cuatro residuos cargados tienen una contribucién
equivalente [29]. Esta es una diferencia notable que sugiere una explicacién para que la carga
de apertura de Kv1.2 sea menor comparada con la de Shaker: algunas cargas que atraviesan
la totalidad del campo eléctrico durante la activacién de Shaker no lo hacen en Kv1.2. Una
hipétesis consistente con la contribucién diferencial de cada carga es que el septo hidrofébico
donde se concentra el campo eléctrico del DSV de Kv1.2 sea més grueso que el de Shaker. De
acuerdo con los datos aqui presentados, dos grupos realizaron simulaciones de la penetracién
del agua a las cavidades del DSV de Kv1.2, y encontraron una regién de 13-15 A donde
la densidad de moléculas de agua es nula [75, 76], considerablemente mas que los 3-5 A

propuestos para Shaker([37, 40, 41].

Es importante mencionar que es posible que la contribucion diferente de R1 en com-
paracion con la de las siguientes tres argininas sea un artefacto de la mutacién. Como fue
propuesto arriba, R1 podria ser necesaria para que el S4 llegue a su posicion mas profunda
cuando la membrana esta hiperpolarizada, y en su ausencia el nuevo estado desactivado de
S4 estaria un poco mas cerca de la cara extracelular de la membrana porque R2 seria el nue-
vo “candado”. Dado que esto tendria como resultado un menor desplazamiento de todo el
S4, la mutante moveria considerablemente menos carga, pero no necesariamente significaria

que R1 es mas importante que el resto de las Arg en Kv1.2 silvestre. Aunque este escenario
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fuera el correcto, la reduccion de carga aun podria interpretarse como un engrosamiento
del septo: la magnitud de la contribucién de R2, R3 y R4 es menor que en Shaker [29], y
un desplazamiento idéntico de la hélice en un campo eléctrico menos concentrado resultaria
en menos carga de apertura. Alternativamente, es posible que el S4 de Kv1.2 recorra una
distancia menor que el S4 de Shaker. Se requieren mas experimentos para distinguir entre

todas las posibilidades mencionadas en esta seccién.

IV.3. Impacto en el campo de la deteccion de voltaje

Este trabajo muestra que Kv1.2 es significativemente menos sensible al voltaje de lo
que se esperaba por su similitud a Shaker, y que al usar los parametros de Shaker como
restricciones, las simulaciones de dindamica molecular estan sobreestimando el movimiento
del S4 o la delgadez del septo del DSV. Las mediciones realizadas en este estudio resultaran
utiles para la construcciéon de un modelo del DSV en el estado desactivado y la simulacién

adecuada de los cambios conformacionales del DSV.



Conclusiones

= Las propiedades macroscopicas de Kv1.2 son sumamente similares a las de Shaker.

= Los efectos de mutaciones en Shaker no son completamente reproducibles en Kv1.2, lo

que sugiere discrepancias estructurales entre los dos canales.

= Kv1.2 se activa con una sensibilidad al voltaje correspondiente al acoplamiento entre

el movimiento de 10 ey y la apertura del poro.
= 10 e se translocan fisicamente durante la activacién del DSV de Kv1.2.
= No hay movimiento de carga fuera de la via de activacion de Kv1.2.

» La reducciéon de la carga de apertura de Kv1.2 con respecto a la de Shaker se origina

en una menor contribucién de la segunda, tercera y cuarta arginina del S4.

s Los datos son consistentes con un modelo donde las cavidades accesibles al solvente

del DSV de Kv1.2 no son tan profundas como en Shaker.
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