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Resumen.

Foeste trabajo se estudia la emética de Lo corriente gque pasa o tines del canal
onico C1C-2 registradic usando La teenea de pateh clamp. Para entender of ongeen de esta
ciiretict. xe propone gue ¢l canal esta tormado por dos poros v dos tpos de compuertas
“compuertit del poro™ v Ucompuierta conin® en analugin con olros canales que pertencee i
In famihia del CIC-20 En oprimer lugar, se propone gue todas Lis compuerias son
independientes v que cada una de ellas se puede modelar con dos estados. uno cerrado
otro abicito. Se encuenira e este madelo solo pucde explicar aleunas de Tas caractersticas
obhsenvadas experimentalmente. Mediante e muatante 213 cive efecto os el de remaver
las compuertas del poro. se encuentra que la mcapacidad del modele para reproducir todos
los datos experimentales. se debe principalmente a que fa compuerta del poro no se puede
modelar con solo dos estados. Par solucionar este problemi, se propone un modelo de tres
estados para L compuerta del poro. 1sando los modelos para Lis compuertas se construne
un modelo de 12 estados para ¢l canal CI1C-7. Fste mudelo es capaz de reproducir ¢l
comportamicnto observado en fa einética de la corriente que pasa a tranves ded canal Cle-2
Se encuentry que la mutacion C2388 tiene un efecto sobre Ly compuerta del poro y o sobre
L compuerta comun como en ¢l caso de otros miembros de L tamilio del CIC-20 11 electo
de L mutacion C2388 sobre o compuenta del poro. se contirma con los resaltados de Lo
dable mutacion 12213 C2Z38S, Domde se encuentrn gque ol no estar presente By compuerta
del poro L mutacion C238S practicamente no trene ningun eleeto sobre el canal mutante
F213A0 Se cncontrd que la disminucion de la concentracion de cloruro mtracelular,
desplaza o cunas de probabilidad hacia voltajes negativos, este corriniento se explica
completimente debido al efecto gque tice [a concentracion de cloruro intracelular sobre Ly
compucra del poros Para hacer i simulacion de fa cormiente que pasa o traves del canal
ClC-2 s desarrollo el programuy {ChSim. Con ésle programa e posible simular la cornente

mieroscopiea v de canal inico pars cusaguier esquema endlico,
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Capitule T INTRODUCCION

Capitulo 1

INTRODUCCION.

l.ox canales 1énicos son proteinas que se encuentran en s membranas celulares. 1
funcion de estas proteinas es permitir ¢l paso de fones a través co o membrana, o se
loera debido o que cuentan con un poro que se puede abrir v ocerrar para permitie o mpedi
el paso de los toaes. Una caracteristica importante de fos canales ionicos es su capacidad
para seleccionar los iones que pasan por ellos. De esta torma se puede hablar de canudes
selectivos a Na'. K7, CF, cete. Los canales ionicos también se pueden clastiiear de acuerdo
al estimulo que Tos abre. Asi pues existen canales activadox por voltage, por ligandos cle.
Los conales ionicos tienen una contribucion crucial en las senales electricas de fas celulas
eacitables (Hhile, 1992y 1 ax senales eléetricas son un mecanismo tundamental mediane ol
cual Jas células mickin v regulan las contracciones muscultares. Jatidos del corazon.

secrecion de hormonas v la comunteacion entre las nearonas.

1.1 PROTEINAS CLC.

L Famitia de proteinas C1C estd formada por 10 micmbros ¢C1C-0 3l CHC-7, CIC-R
v CIC-Kz2). De estos, anicamente para ¢l C1C-0, CIC-1. CIC-2, CIC-K T v CHO-K2 se tiene
informacion clectrofistologic que indica que forman canales ionicos. De los otros
micmbros, enisten datos contradictorios acerca de si son canales innicos v sobre todao si se
encuentran ¢n ko membrana plasmatica para poder registrar su actividad, Fstudios
mmunocitoguimicos mostrron que varias de estas proteinas se encuentian en organclos
intracelolares, Recientemente se demostrd que las proteinas CHC-4 v CIC-3 permiaten ol
paso de protones v que adens. el flujo de estos ocurmre inclusive en contr del gradienie
clectroquimico de lox protones. 1 flujo de os iones cloruro s protones e estas proteiinis
estan acoplados v aproximadamente ¢l niimero de protones gue cruzan k protem es el

al numero de tones de eloruro que la pasan en sentido contrario (Picollo, 20057 T ste tipo de
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comportamiciio no se pucde explicar suponiendo gue [a proteina Liene un poro por ¢l caal
pucden pasar tanto ¢l proton como lox ones cloruro. ' lugar de esto, este tipo de
comportinmiento ¢s asociado a oo tipo de proteing denominada trnsportador. en lcuas, ¢
paso de union o varos) de un lado de la membrana hzacia el otro se Heva acabo medianie
un cambio conformacional de la proteina. Por lo tanto. se considera que la fwmiha de
canales CIC esta formada por solo 3 miembros.

Fas proteinas CIC se cncuentran presenles en organisimos gue yvan desde las
hacterias hask fos humanos (Dutzler, 2003, L CHC-O se expresa en ¢l organo elécimceo del
lorpedo (Millar, 19906), 11 CIC-1. CIC-2 CIC-Ky + CIC-K: se expresan en L membrang
plasmatica. mientras que los transportadores (C1C-3 al CIC-7) en las membranas de
orcanclos intracelulares (Chen. 2004y, 1as proteinas CIC desempeiian numerosas [unciones
tininfogicas. 1 CIC-1 controla ¢l potencial de reposo en Tas células de maseato esqueletico
(Pusch, 2002 EFCIC-2 es fundamental para mantener un gradiente de concentractones dv
cloruro en fas nenronas, asi como para la seerecion de Huidos en ol tracto gastromtestinal
(Hauyg. 2003). EI CIC-3 uene un papel importante ¢n ¢l mantenimicnto del phloy se piensa
guc 1ambicn contribuy e a la regulacion del volumen celular (Stobravwa 2001 Duan. 1997)
Sinembargo. Ja funcion de muchos deestos canales es atn desconocida, Debide o su
participacion en los procesos fisjiologicos. algunos defectos en estos canales causan algumas
enlermedades. camo por ejemplo, miotoma. epilepsia v osteoporosis (Puseh, 20020 1 g,

2003: Jentsch. 20023,
1.1.1 Canatles de cloruro CIC.

Fos canales ionicos de i familia CIC son canales que permiten el paso del cloraro,
I'stos canales tienen una estructura formada por un dimero. en la cual cada sub-umdind
torma un pora (Miller, 1984: Dutzler, 2003). La probabilidad de apertura de estos canales
ex regulada por varios Lictores tales como voltaje. concentracion de U1y pll (Chen, 1996;
Fahlke.  1996:  Arrcola. 2002 Pusch. 2004y  Los  canales  mids  ostudiados
clectrofisiologicanmente Je esta fanulia son ¢ CIC-0 v el CHC-1. De registros de corriente de
canal unico v commiente macroscopica se ha concluido que estos canales tienen dos tipos de
compuertas. Estas son la compuerta del poro v 1 compuenia coman (Miller. TOR2: Saviane,

1999). Cada poro tiene una compuerta de poro que por su cinética tambicn se conoee como
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compuerta rapida. estas compuertas impiden o permiten el paso de Tos tones en cada uno de
los poros. Adenxis de estas, el canal cuenta con una compueria comun o compuerta lenta
gue tene la capacidad de abrir ¢ cerre los dos poros simalineamente, Una cancatura del

modelo propuesto para lox canales de Ta i ha CIC se muoestra en fa Figura 1=

Compuerta comun

Compuerta del poro
Figura 1-1 Modcelo del canal de cloruro C1C, Consta de dos poros, dos compuertas de poro gue controlan de

manera mdependiente cada poro v una compuerta comun gue de manera amultancs contraba L aperiora de

anthus potos,

Algunas mutaciones ol canal CIC-0 causan modificaciones o bas propredades de
apertura v cierre de las compuertas. Por ejemplo, fa matacion B IOGA esta eelacionada con
la climimacion de fa compuena del poro (Duizler. 2003). mientras que Ly mutacion del
residuo C212S dega la compuerta comun permanentemente abierta (Lin, 1999 Accardi,

TS
1.1.2 Estructura cristalografica de la proteina EcCIC.

I Jos alnmos atos se ha logrado obtener by estructorg eristalografica de las
motemay 1 eCHe v SICIC preseates en fas bacterias Avelenichia colt v Sulmonella
sphimuriom respectivamente (Dutzler. 20020 Dutzler. 2003). Estas estructuras s¢ han
camverido enun modelo g partir del cual se trina de eaplicar ¢l comportamiento de los
camades CHCL Bsto se debe a gue estas profeinas comparten una secuenci de aminoacidos
stmilar a lade fos canates CICL Sinembargo se ha demostrado gque estas proteinas no son
candes 10mceos, sino que son tmsportadores H5CH (Accardi, 20045, Fsto trae como
canseeuencir. que Ja estructura enstidoerdbica de estas proteias ho debe de ser tomada tan

dircctumente al watar de entender a fos camales CIC, A pesar Je todo, estas estructunins
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cristalograticas representan la mgjor aproximacion que se tiene v por o tanto son de eran
utilidad o Lo Figora -2 se muestra Lo estructura de Ia protema FeClC (Dutzler. 2004
sta proteina esta Tormada por dos sub-unidades idénticas. I'n I parte A s¢ muestra by
protema vista desde Lo parte extracctular, s proema tiene forma de rombe en donde Ta
Jizeonul mavor x menor son de aproximadamente de A L SO respectivamenie o b
parte 13 de esta Hzurn se muestra la proteing vista desde b membrina, fa feucs ost rotada
GO° respecto o figura en AL B cada una de Tas sub-umidades seoencontraron tones de
cloruro que iidican ¢ posible camine de conduccton de Tos ones e cloruros st
estructury enstalograticy esta de acuerdo con fas predicciones obtenndas o fraves e
repistros electrofisiologicos (Miller. 1982 Saviane. [999) fas cuades mdican que los
canales CIC esian Tormados por dos poros idénncon Fieara -1 Usando esta estructura
cristalografica. tambien se predice gue cada une de os poros debe de tener i compuerta
propia (compuertas  del poroy. Como se verd mas adelante, scuun osta estruchura
cristalogritica la campuerta del poro estd formada por un deido glutinico que tiene la

capaeidad de obstruir Lorota de conduccion del cloruro.

Ficura (-2 Extructura de La proweing  Excherichia coll EcCIC, A se muoestea by estructura de Lo proteina
FeCIO vistt desde o Lade extracelulur. Fooesta se aprecian dos sub-urmidades denticas, Lis cuales se dimadieron
por ung hnea recta para propositos de dustracion. Lo B se muestra la preteina vista desde Ta membrana. en

Cate vase e rote WY respecto a la fivura en AL La linea vertical representa aprosumadamente o ancho de Ia
membrana (35 4)

oda Drgura -3 se presenta un esquena del estado cerrado tizgmerdag vdel estdo
abierto (derechay de Ly compuerta del poro de los canales ClO obtenida a través de la
estructura eristatogritica (Dutzler. 2003), By esta Ngura se observa que en fa contiguracion
corrada se encuentran dos iones de clorura ligados al canal tcirculos Henosy B neste caso la

ruta de conduccion del cloruro se ve obstruidi por ¢l residuo del derde elutimico gue e
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encuentra entre fa o hiétice Ny Fo Cuaando el canal se encuentra en s estado abierto ¢
reatduo def deido glutdmico se encuentra fuera del eamine de conduccion del cloro en este
cano el sitio dejado por este aminedicido es ocupado por un C1L Lo esta conformacion o

1res sitios de union del cloruro en el canal se encuentran ocupados (808000 Sea b

_lased Opened

ald

Figura 1-3. Conformaciones abierta v cerrada de fa compuerta de) poro paurs un cannd C1C o o
configuracon cerrada fizquierda) se encuentran dos tones de cloruro Digados al canal qarcubos Henosy Direste
cane la ruta de conduceron del clorure se ve obstruida por el residuo del acido glutamico que se envuentra
entre la o helice Ny I Cuando ¢l canal se encuentra en su estado abrerto tderechay ¢l ressdua del aculo
elutanuco se encuentra fuera del camino de conduccion del cloro, en este caso ¢l st dejado por este
aninaacido s ocupada por un CL Lo esta conformacion los tres stios de unidn del clorure en el canal s
encactrin ocupados (S0 08 v S0 )

VMediante este esquema se puede entender de manera cualttatisa fa dependencia de s
compuerta del poro con fa concentracion de cloruro v pll para ¢f canal CHO-00 Se sabe que
la probabilidad Jde apertura de o compuernta del poro para este canall aumenta cuindo se
disminuse ¢l phboeatracelular (Chen, 1996). In este caso. [a mayor coneenteacion Je
protones ¢n ¢l fado extracelular favoreee fa protonacion del acido glutamico v por lu wanto,
Ly carga negativa de su restduo se apantalla originando una pérdida de atimdad de este
wesiduo por el sitio positive Seq v de esta manera, se inerementa f probabilidad de apertura

de esti compuerta, Cuindo se aumenta fa concentracion de cloruro en el Tado extracelular,

se sabe que aumenta a probabilidad Je apertura de la compuerta del poro (Chen, 1996

Como se puede ver en da Figara 1-3. Jos tones cloraro v el residuo del aeido glutinieo
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compiten por el sitio S, cuando la concentracion de cloruro extracelular se aumenta. ey de
esperarse que [a prababifidad de que el cloruwo ocupe ef sttio S aumente v por o nto se
espera un awmento en la probabilidad de apertura de la compuerta det poro. tal v comio se
encuentra experinentalmente. Fste esquema tambicn muestra el porgue L sustitucion del
actde gludmico por ona alanina deja la compucerta del poro permanentemente abrertas [n
este caso, la alanina carcee de o carga que presenta afinidad por el sitio S0 8 por Lo tanto.
dsta es incapaz de cerrar ¢l canal. Nin embargo. la dependencia con el voltaje de este canal
no es1d clara en base a este esquema. Seosabe gue I carga de Lo compuena debe de ser
cquivalente a mover fa carga del clectron de un Lado de la protema hacia ¢b otro (Chern.
1996). Scgtn el esquema mosteado, esta carga estaria asoviada con ¢l movimento del acida
vlutanmico del sitio S, hacia tuera del camino de conduccion del clorure v comuo se puede
ver. la carga de fa compuerta en este caso deberia de ser mucho menor a o encontrada
experimentalmente. Debido a esto. s de esperar gue exista un mecanismo diferente al
nducido por esie esquenta gue explique la dependencin con el voltaje. Se piensa que ¢
estos canales. fa principal dependencia con el voltaje no proviene de un sensor de voltage
intrinseco tacido glaimico), sino del propio ion gue atraviesa la proteing (Chen, 1996).

Recientemente se ha mostrado que cambios  conformacionates masores  al simple

movimiento del deido glutamico ocurren en el canal CIC-0 (Accardi, 2003), De lo gue se
concluye gque ¢l acido glutimico ticne un papel importante en el mecanisino de apertora
ciecrre de o compuerta del poro, pero no es el Gnico hctor gue interviene en este
mecanismo. e esta manera Ly estrucura eristalogratica ayuda o entender sélo en parte o

fos comales CIC

1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La mayoria de los extudios realizados en los canales ionicos de ia familia C1C se han
hecha con el canal CIC-00 v en menor mcidida en ¢l CIC-1, Una de Tas principales razones es
que 1a corrienie de canal anico del canal CIC-01, ¢s suficientemenic erande (conductancia
=8pN) para registrarse sin mucho problema con los aparatos que hoy existen Sin embargo.
para los canales CIC-T v CIC-20 12 conductancia de canal (nico es muy pegeia (=1pSi.

eslo trae como consecuencia  dificultad para estudiar ¢l comportamiento de on solo el

4]
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(Accardi, 2000). La incapacidad para registrar estas corrientes elimina Ta posibihdad de
estudiar directamente fos procesos de apertura y cierre del canal,

Los canales CI1C-0. CIC-1 v CIC-2 comparten alrededor del 50 al 60" de su
secuencia de aminodeidos (Chen, 2004). Dentro de las regiones mas conservadins se
encuentran agucllas que Torman el poro (Dutzler. 2003). Esta semeanza soperta Lo idea que
¢l mecanismo de apertura v cierre de estos canales debe ser similar, Bsto s, que todos Tos
membros de la familia CIC tendrin 2 poros controlados por dos compuertas de poro s una
compuerty comun, gue cada compuerta se abre con su propia cinética (unos mpidos v atro
fento). que fas compuertas se abriin de manera dependiente con ¢l potencial pero de tonma
independicnte v que la cindlica de T apertura de fas compuertas serd o unica responsable
de la cinética de apertura v cierre del canal. Sin embargo. los registros de corniente
macroscopicas tcormientes debidas @ muchos canalesy. cunvas 1V, v probabibidad e
aperturas de las compuenias como tuncion del volwje de membrana (V5 presentan
Jiterencias muy imporntantes que hacen suponer que este mecinismao de apertura v cierre no
w puede generalizar. Lo la Figura [-4, Figura 125y Figura 1-6 se muestran algunas de las
caracteristicas de los canales CIC-0. ClIC-1 v CIC=2 respectivamente. ol pare A se
mucstran los registros de la corriente tipica de cada uno de los canales. En L purte B e
eritlica la cornente en funcion del voltaje en el estado estacionario. Debido a gue <olo en
los canales CHC-0 v ClO-1 s¢ ha mosicado da existenciie de Lis dos compuertas. b
probabilidad de apertura de las compuertas s¢ muestra en Ja parte O correspondiente o fos
catitles CIC-0 y CIC-1, Sinembargo para el canal CIC-2 Ta existencia de ostas compuertas
aun no esta comprobadin, debido a esto en la Figura 1-6 C se gratica solo L probabilidad
aparente de apertura. De estas liguras se puede apreciar gue los registros de corniente
macroscopica para el canal CIC-0 y CIC-T son muy parceidos. sin embargo los registros de
corricnte para el canal CIC-2 son muy diferentes. De Ty misma forro Ja diterencin en las
curvias de corriente en funcion del voltaje son parectdas para fos canales CIC-0 v CIC-],
mientras gque focunva para ¢l CIC-2 presenta diferencias muy importantes a voltges
positivos, La probabilidad de apertura de la compuena del poro cs muy parceida para ol
canal CIC-0 v CIC-1. Sin embargo. la compuerta comun presenta un comporiamicnto
mertido. en of Cl1C-0 ateanza su valor maximo a voltajes necatin o« niientras que en el CHC-

I tiene su maximo a voltajes positivos,



Capitulo TN TRODUCCHON

P

]
we)
Q

% "- al'.
0 . _
@ v e
3 -3 | , . o §
c 80 160 S s
Time (ms)

Figura 1-4 Canal de clorwen CHC-00 Fa B figura A se muestig Ly cormente gue posa o mraves adel canal e
Clomure CHC-0 en respuesta al protocelo de woltages mostrado en Lo parte supenior (Jahlhe 2001y 1o B o
praliva fa curva IV En O se gralica [a cumva de probabilidad de apentura de e compuerts comun tairculos
vacios) v la probabilidad de apenura de la compuena del poro (cireulos Henos) (] i, 19499),
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Figara 1-3 Canal de cloruro CIC-L T Ta figoa A seomuestea L corrrente gue pasa o trases del canal de
clorure €10 -1 en respuesta al protocolo de voltajes mostrado en Ly Figara 1-41 ashibhe, 20000 o B ose cratica
la cunva 1N T O se gralica la cunva de probabifidad de apertura de la compuerta comum torenlos sacion 3
la probabilidad de apertura de Ia compuerta del poro (triangulos 1t Necardr, 1904,
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Figury -6 Canal de cloruro CIC-2, Ea Lo Tigurn A se muestra b commiente que pasa o taves ded canal de
clomro CIC-2 en respuesia al protocolo de vollages mostrado en ha Figura B4 Fahlke, 20000 Fn 1 se vealica
facurva 1=V Fn O se gratica o curva de probabihidad de apertuca aparente (Zufaea, 2004
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\Mis aon. oy moeduladores de T actividad del canal como son JCH] y T ejercen efectos
distintos ¢n extos canales. Por ejemplo, incremenios e da concentracion de cloruro
extrucelnlar incrementa L probabilidad  apsrente de apertura en los canales CHC-00y CHC -]
(Miller. 19820 Accardi, 20000, puro no ateeta a fos CIC-2 (Njemeyer, 200500 1 cambio.
incrementos en la concentrmcion de cloruro intracelular aunienta fa probabiludiad de apertura
del C1C-2 (Niemever, 2003). Finalmente. el pH inerenwenta la probabilicad de apertura del
CIC-0 y CIC-1 de manera mondtona. Para el CIC-2 a actditicacion del medio resulta na
~oloen incremento en la probahilidad s no tambicn en blogueo (Arreola, 20027
Las muhiples diterencias que existen en ¢l comportamiento de las corfientes macroscopicis
de Tos canafes CIC haee ditictl extender ¢l conocimiento del canal CIC-0y CHC-1abos olros
micmbros de Ta tamiliac ooel caso especial del canal CHC-20 Tos estudios que ~e han
realizado no han dejado en claro 1o siguiente:

.o bs et camal CIC-2 compatible con ¢l madelo de Joble barril con ires compuertas’?

20 A pesar de que se han extudiado las mutaciones equinistdentes en el C1C-2 5 fas que
climinan [ compuerta del poro sy coman en el ClC-0 ¢Niemeyer, 2003, Zuniga 2004y v que
estits resthtan en alieraciones en e comportamicnio de s Jos compuertas, ~¢ desconioed b
dependencia con el potencial de cada compuerta, st intormactat os de vital importnci

para proponer esgiemas que expliquen la funcian del ciinal completa

3. Ui andlisis deallado de la cinética de lay corriciies oy necesario para aclarin ¢
papet de cada i de estas mutaciones v por comeeuencia de las compuertas en L apertura
vocierre de los poros, Faa informacion seorequicre pari poder plantear esquemas que
exphyguen como tuncionan estas compuertas. Lon particular, no sabemos si las transiciones
de las compuertas son lax mismas en todos estos canales. Loy esguentas gue exphican T
funcion de cada compuenta tendran un impacto directo en el tipu de csquemas que se

proponguan para explicar la apenura v cierre de todo el eimal.
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Capitulo 2

CANALLES TONICOS DEPENDIENTES DEL VOLTAJL.

['n tipo de canales 1ionicos <on los dependientes def voltage, estos caales tienen
COtU CARICICTiNtCa gue su apertur o cierre esta controlada por L diferencia de potencial
gque eniste entre L membrana Unaede Jas formas muas electivas de estudiar las propiedades

funcionates de los canales wdnicos o medrante latéenics de Patch-Clamp”™
2.1 LA TECNICA DE PATCH CLAMP.

I star téenica tene dos modalidades: acion de volije v Npacion de b corriente. 1a
Bacion de voltaje consiste en Hjar Ldiferencia de potencial electrico en by piembrana de s
clluka y registrar [a corriente gue pisa por ¢sta, Lxisten varias configuraciones de registros
de vesta wéenica. incluvendo: registee de eélula completa, registro de micro arcas de
membranas con ki cara interma o b cara extema hacia facra, s registros de macre areas de
membranas. Do déstas. las mis usadas gon la conliguracion de eclula completa™ que
penite ¢l registro de corriente uvendo a través de miles de canales v L de “interior hacia
Juera que permite el registro de un solo canal,

I st rdenica consiste en colocar una pipetit de videio e -2 micras de drametro
sabre la céhula (Figura 2-1:A), después s aplica una succion a La pipeta de td manera gue
uma pequenn porcion de fa membrana de la célula se itroduzca dentro de T prpeta s se
ferme un selo entre Ty membrana v o pipeta (Figura 2-13). a et conticuracion se le Hanw
“eélula adberida™ A partir de esta confliguracion se pueden ereir otras. Silo gue se desea e
medir ka respuesta de tados fos canales que se encuentran en b membrana, se puede utilizar
la configuracion de célula completa. Para legar a esta conliguracion. se aplica mas succion
hasta que ¢l pedivzo de membrana gue se encuentra en fa pipeta se rompa thigura 2-1C) 1o
estias condiciones, ki golucion que se encuentra en b pipeta se difunde haci ) iternor de b

celulas S by gque se desca es Ta respuesia de un solo canal o unos pocos canales. lo gque
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pucde usar es la conliguracion membrana interna hacia fuera. Para Hegar a esta se parte de
la contiguracion de eélula adherida, a continuacion se retim fa pipeta de Tz celula con un
Movimicnto rapido v con un pocw de suerte. fa peguena porcion de membrana asfsda por la
bocit de I pipeta quedarad en la pipeta (Figura 2-10D0 De esta manera B respuesta que se
abticne corresponde solo a fos canales que se encuentean dentro de L membramy gue se
quedd en Ta pipet.

CELULA COMPLETA

C

PIPETA

Succion /
CLELUIA \

LU AT

A B

Figara 2-1 Modalidudes de b técnica de pateh elamp, Lo A\ se muestra ba preparacion de Le cololas Bndiea
Ly modahidad de célula fija, C de celula completey B de interior aci atucra

INTEFRIOR FEACTA
ATFLTRA

Pura Bjar L diterencia de potencial electrico de Ta membrana se colocan dos
clectrodos. U e en el interior de la pipeta v el otro en Ly solucion que bana T celula e
esta manera s¢ puede aplicar una diferencia de potencial entre los clectrodos s por To tanto ¢n
o membrana, En fa Figora 222 se muestra el circuito biasico para esta éenica en la
cantiguracion de célula completa. Para fhar el potenctal se aphca el voltage Vo la entrada
posttiva de un ampliticador operacional. Debido o fa retroalimentacion s alia pananc i del
amplificador. ¢l volje en Taentrada negativa o~ iguis al voltje apheado NV Come
resultado de estol Ia membrana adquiere una diferencia doe potencial vy Huse por T
membrana la cormiente (1) requerida para imponer cste potencial. Debido o que Ta

impedimeta de entrada del amplificador es muy grande ke unica via de tujo de Ty corrente
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s trands de o resistencin de retroalimentacion (Ry, Deoesta torma L dilerencra e

potencial ol sadida del amphificador respecto i Voesta dada por 1, R.

L. R
—

Hpeta

/ Comente |

Célula %Canal V
I

Hectrodo =

— —

Figara 2-2 Lo téeniea e pateh elamp 1o pipets esta conectude o Le cnteada nepativae deome aphitee o

cuya entrada positiva se conecks al voltare de comando V| en saomodalidad de celulaccomplots

2.2 CORRIENTE DE CANAL UNICO.

Se puede estudiar L corriente que pasa a traves de un solo canal medumte Lecme
de pateh cliamp en la contignzacion “membrana interior bacia tuera™ Para thustrar el ipo de
corrientes que se ohservan, en la Figura 2-3 seomuestra fo simolacion de B corriente gue
pasia a troves de un canal imaginario. pary i diferencia de potencial de =300 2100
200m\ 'noesta figura se pueden apreciar dos niveles de corriente para cada uoa de Tas
simulaciones, bFnouno de ellos Lo corriente es eero (canal cerrador s cnel otrs L carrente o
diterente de cero (canal abiciio), booesta figura se observa que ef canal permaneee perodos
de tiempo aleatorios en los extados de abierto v cerrado. 11 Hempo medio que permanece en
cada uno de estos estados depende del potencial. Para -30m\V se observa que o canal
permanece periodos de tiempo largos en el estado cerrado. mientras que Tos tempos en el
estado abierno son peguenios. | caso contrarto ocurre o -200m\V donde los tempos ¢nosu

estadoe cerrado son bres es, nmucntras que Tos tempos en el estado abierto son . erandes
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<;ED_\J—U— L vy
g -
e

| (pA

[ 1pA)

0w

0 200 400 500 800 T 1060

Tempo (ms}

Figura 2-3 Corriente que pasa por un canal dependiente del voltage. 1 nenpo que permancee of canal on
su estado abierto o cerrado es aleatoro Para los canates dependiontes del valtae Tos trempes son atectados
por el voltae aplicada.

2.2.1 La probabllidad de apertura en funcion del voltaje.

e Tas corremtes de comal (niico ¢» posible estimar L probabilidad Je gque ¢ canal se
abra a un determinado potencial. esto se logra simplemente dividiendo ¢l tempo que ef
canal permanece ahierto sobre el tiempo total. En la Figura 2-4 se muesira ba probabilidad
deapertura en funcidn del voltaje oblenida asando un gran niamero Jde registros como Jus

“

mastrados en la Figara 2-30 Do oagui se ve gue La probabilidad de apertura o -30m\v e

pequenu. mieatras que @ -200m\ es cercana a uno.

Probabiidad

LY

00 100 0 10

Vo (my)

Figurn 2-4 Probabilidad de apertura contra soltage, A micdig gue el portencial oy mas negative of caral
permunece abierto por nas tempo
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2.3 CORRIENTE MACROSCOPICA.

A o corriente gue fluve a mraves de todos los canales embebidos en tada a
membrana de una ¢élula se le Hlama corriente macroscopica. Esta corriente. a diferencin de
la corriente de canal tnico, ¢y una corriente suave cuando ¢l numere de canales que s¢
encuentra en ki membrana ¢s grande. Para ver la transicion de la corriente generada por
canal Gnico o corriente macroscopica. en la Figura 2-3 se muestran cuatro sinulaciones de
Ja corriente para canal dnico al aplicar ¢l protocolo de vohages mostrado en esa ligura
Como se¢ puede ver. las cuatro simulactones ticnen corricntes dilerentes debido ol caracter
alcatorio de los tempos cerrados v abiertos. Sy embargo. se puede apreciar que en general
cuando el potencial es -T00mV el canal permancee mias tiempo ea el estado abierie

mentras que para 3Om\V permancee un ayor ticempo en el estado cerrado

v mi)
—
<

=

»
<

{imd)

| pA)

B
a
-

Lipdy

Figura 2-5 Simulacion de 1a corriente de canal dnico. En la fizurm se aralica la cormenie gue pasa por un
vanal al aphcar ¢l protocole madrade en Iz parte supenior de la Neura Come se puede aprecriar L
probabilidisd de aperturs aumenta cuando se aplica el escalon a -100m\

I corriente que pasa por un canal abieno se pucede esceribir como:
L= e (2
Dande 17 es fa diterencia de potencial en fa membrana v ool es La conductanc del canal
abicrto. Dado que la corriente macroscdpica e ¢l resultado de fa actividad de muchos
canales. ¢sta se puede describir por la ecuacion:

] N X gy 1 Py (22
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Donde 20V et probabilidad de apertura y Vel namero de canales.

Lo la Figura 2-6 se muestra como e madilica o cormiente cuando aumenta ¢l
namero de canales. n ésta figura se muestran simulaciones para la corrente de 5, 50y
3000 canales N\ medida que aumenta el niimero de canales L corriente se vuelve suave
para una pran cantidad de canales Ja corriente se puede deseribie por Lo be 2.2 Cuando s¢
aplica cf escaldon a -100m\V se ebsenva (Figura 2-611 gue 1o corriente ammema contornie
pasa ¢l tiempoe hasta Hegar a su estado estacionario. Dado gue Ta corriente s travds de an
solo cannl abiernto o varia o STOOMY G gi-100P 10V L o) comportamiento
obsenado en la Figura 2.6 representa ¢l curso temporal de a probabilidad de apertura ol
pasir de su valor en el estado estacionario de J0m\V al valor en estado estacionane -
100mV. Al aplicar el escalon nuevamentie a 30mV. se observa coma la corriente dismimuse

debido a que se paso de una probabilidad de apertura mavor o una probabihidad Je apertura

DCNOr.
S 30y Vmy
E % b 100m — A
> Piiocala

Hpay

HpA

[ P e

Tierrpo (n;a)

Figura 2-6 Transicidon de la corricnte de canal Gnico a corriente microscopien, Sunulacion de L cormente
quie pasa por varios canales al aplicar los excalones de potencial mostrados en v Se muestrg como cambu la
cormente en tuncion del numero de canales onicos que contribusen a esta Cuando el numero de canales
ronicos ex muy grinde se obticne [ corriente macroscopica

2.4 DEPENDENCIA CON EL VOLTAJE DE LA PROBABILIDAD DE APERTURA.

[Los registros de canales tnicos que ~e han deserito muestran dos estados de

conduccion: abierto v ocerrado. Existen muchos canales que tienen ademas estados
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intermedios de conduccidn. pero en todos los canales deseritos hasta ¢l momento se han
visto solo estados discretos, ex deair, caando el canal se abre lo hace o valores Tijos de
conductancia y ¢l cambio de un estado a otro se bace en tempos muy peguenss (inenores
Jue 10 microsegundos). Como va se ha mencionado. fos iempos que ¢l canal permancee
en cada uno de sus estados son aleatonos. Lsto se puede explicar suponmendo que ¢l canal
¢s una molécula que puede tener muchas configuraciones o estados fisicos © que puede
pasar de un estado a otro debido al movimiento térmico molecular. I'sto en sic es un
fendmeno aleatorio v los tiempos de permanencia en uno u otro estado depende de o ditierl
que sea transuar entre los estados. es decir, depende de Ta barrera de energia gue se neeesile
superar para pasar de un estado a otro. La definicion funcional de los estados es fa barrera
energéticn que los separa. v habra barreras de mucha energia v otras muy pegquenas pero
solamente las barreras altas seran observables experimentalmente, b imporante mencionar
yue muchos de los estados de la moléeula no tendrdan ninguna repercusion sobre b apentura
o crerre del canal. estos estados por lo tanlo tampoco seran observables medinnte el anabises
Jde Ty apertura v crerre del canal, Debido a o anterior. ¢l namero de estados gque se pucden
observar experimentalmente ¢x siempre menor al nimero de estados que posee L
maolccula. Las barreras de energia asociadas a los cambios de extado provienen de diversos
factores, por cjemplo, impedimentos estéricos ¢ntre grupos dentro de [ molécula o
mteracciones entre cargas cléciricas. En la Figura 2-7 se muestra un posible esquema de

barreras de energia para un canal con solo dos estados.

Cerrado Ablerto
Coordenada de reacciéon

Figura 2-7 Diagramn de cnergiu para un ¢anal ¢on dos estados. La probabilidid de pasar de un estado
hacia otro depende de od wnanto de la bareers que se debe de superar,
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Los canales  dependientes  del voltaje tienen o propicdad  de cambiar su
comportamicento para diterentes potenciales, esto se debe en la mayoria de fos casos o que
cucntun con cargas que son atectadas al aplicar una diterencia de potencial, b otros
canales, como por cjemplo los de la familia CIC. se piensa que [a principat dependencia con
¢l voltaje proviene no de un sensor de voligje intrinsico. sino del jon cloruro que pasa a
ran &s de extos, en este caso el jon actGa como ¢l sensor de vohaje (Chen, 19960) L teoria
basica que explica la dependencia con el voltaje es valida para ambos caso, debtdo o que en
ella no se hace pinguna suposicion del origen de fas cargas que reaccionan ¢l voltage. i la
Figury 2-8 se muestra ung caricatura de un canal. Bsie canal tiene dos cargas positivas, ¢l
movimiento de estas cargas puede provocar un cambio de conformiacion de fa proteina que
lleve al canal a su estado ¢errado o abierto. esto depende de la direccion en que estas caris
se muevan. B movimiento de estas cargas es afectado por a direecion del campo clcetrico
aplhicado. Al poner una diferencia de potencial negativa (respecto al externior de la eclulay), Ta
carga tendera a Hlevar al canal a su estado cerrado Figura 2-RA. mientras que al poner una
diterencia de potencial positiva, [a carga tratard de Hevar al canal @ su posicion de abiera
Figura 2-813.

LR § AT

/

LExterior ' TT
e -+ - - \ / Y - -
y E F { | .rl "—"'"?"n
B B | /S
e T T - | '!I;

I‘H!u

Sensor de vellyge

} \ 1
#\ 4 ey
D 1 { L]
<~ \
4 x\mpu;ﬂ:‘l—/ Cuornente de connpucita
Cerrado Abicrto

Figura 2-8 Canalexs dependientes del voltaje. Los canales idmcos dependientes del voltge tenen cargas gue
responden 3 la diferencia de porencial en fa membrana (V). En el primer case se muestra un canal cerrade

debido o Ta diterencia de potencral electrico negativa. Ln el segundo dibujo se mucsira e canal abierto piea un
potencial positive

[n la Figura 2-9 s¢ muestra el diagrama de encrgias para un canal con solo dos
cstados para tres potenciales. noeste diagrama se ha supuesto que ¢ campo ¢ldéetrico

externo aplicado a Iy membrana ex uniforme. Fsto proveca un cambio de potencial nead

I8
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gue afecta ka Torma de las barreras de energia. i ésta tizura se mucstran dos cosos. bnel
primero. L diferencia de potencial es postiva, esto produce que by barrera de enerpia al
pasar del estado cermado al estado abiento aumente respecto o OmV, Esto implica que ¢l
tiempoe promedio gue ¢l canal permaneee en ¢l estado cerrado seria mayor que a Gm\' Por
otro lado la barrera de energia que se debe de superar para pasar del estado abierto al estado
cerrado es menor que [a que se tenia para Om\V, por lo cual. el ticmpo de vida medio en esie
estado serd menor. In el segundo caso se pone una diferencia de potencial negative. Ty
barrera de energia para pasar ded estado cerrado al estido abierto disminus e, micntras que
la barrera de abicrto o cerrado aumenta. | aste tipo de diagramas de energia exphen la
dependencia de los canales dependientes del voltaje mostrado en fa Figura 2-5 (Bezanilla,

2000).

V>0

=0

Energia

V<0

Cerrado Abiarto
Coordenada de reaccion

Figura 2-9 Dependencia con el soltaje de Ins barresas de energin para una compuerta con dos estados

Para A" -0m\ a barrera que se debe de soperar pam pasar del estado cerrado gl estade abierto sumenta Para
voltages negativos disminuye, I cambis en el tamane de las barreras rac como consegnenicn que os Bicmpo
et cada uno de los estados se vean atectados.

2.4.1 Modelo de dos estados.

Unocanal que solo transita entre dos estados. cerrado v abiene (Figura 2-7) Lo

podemoes representar mediante el stgoiente esquema:
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Donde C representa el estado cerrado v A al estado abiento det canal. Enceste caso Ta
transicion del estado cermado al estado abierto ¢ caracteriza por la constante emetica . esta
representa fa velocidad con la cual los canales pasan del estado cerrado al estado abierto
(ver seccion 2.5) Asi que [ag ecuaciones asociadas con la probabihdad de gque ¢l canal s¢

encuentre en el estado cerrado 7, v en ¢l estado abiento 7' son:

ir
== aP i, (2.3)
cdt
‘_H_L -pP, + aP (24
dt

St v fFson constantes, s¢ encuentra que Py estd deserita por la ccuacion:

@ o ‘ ! z
P )= - | —— P, (0} *expt- -) (2.5)
t+f} a+f3 r
Donde t es 1a constante de tiemypo
i
r= - (..0)
a+x fi

Segan la L. 2.3, en ¢f estado estacionario sc tiene que:

‘ o
I)|.r =

(2.7)

[ velocidad con Ta que se pasa de un estado a otro. depende de Ta barrera de
cnergia gque separi fos dos estados, Entre mayor sca fa barrera menar seniv o constante
cincticy, La constante cinética tambidén depende de la energia que se pucda usar para saltar
la barrera, es decir de la temperatura. a mayor temperatura mavor constante cindtica. La
manera mas comin de tomar ¢n cuema csta dependencia para las constantes cinéticas es
mediante [a ecuacion de Arrhenius:

w=pexp(=(F, - £ )/RT) (2.8)
Donde 4 ¢ la constante de Bolizmann, 7' la temperatura v 2-F0 es ¢l tunaio de la barrera
de energia (Figura 2-7). De [a misma manera ta constante cindtica que relacionu ¢l paso del
estado cerrado al estado abierto es:

B = prespl-(E, ~ E )/ kT) (2.9

Para los camales dependientes del voltaje. Tas consianies cindticas dependerin

mbién del potencial aplicado v de las cargas que esten involucradis en los cambios Je

20
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conformacion cerrado v abicrto del canal, Al aplicar una diferencia de potencial, se abuene
unt cambio en el tamano de las barreras de energia. esto implica una modificacion de Fis
conslanies cinéticas. NDe esta manera. ¢l efecto adicional de una diferencia de potencial 'V,

sobre fa constante cindtica « estara dada por:
. : > v, : a
celd ) apeexpl-(FL, -~k Hl_j_l VAT (210

Donde Ave: ex la distancia desde ¢l minimo ¢n la posicidn de cerrado v ¢l maxima de
energia, mientras que /,. es ¢l ancho de la membrana v ¢ es la carga de la compucria,

Av [
v
[ " kT

Si llamamosea, = pexp|-tE, - E VAT, 2, ¢ =y

——untones?

. rh "
a(l’) = a, exp(-:, F) t2d1)
Donde ¢ ¢ la carga del electron v /7 1a constante de Faraday.,
¢ la misma mancra:
POy = Bexp(z , —=) (212
R1
De esta forma si = ¢s poxitiva, al aplicar un potencial positivo ecdisminuird v /faunentas
para un I, positivo.
Seedn fa Lie. 2.7, 4a Fe. 2001 v la e 2012 1a probabilidad de apertura en el estado

vstactonano se puede eseribir como:

1
U B ——- (213
’ Avo+ N\
Le-oxpilthk, = F oy ————1 | —
/ / ki
Sisedetine Vig-(La-BEebog) con 8- Ix¢+ Iy )/, se tiene quet
. | .
le.[! )= l (214
L+expigo[l’ 1, . |—1

kT

Al ajustar esta ceuacion a la probabilidad de apertura obtenida experimentalmente o
posible determinar el Tactor ¢, sin emhbargo no se pucde obtener a polaridad de Fa corpa.
debido o que el mismo resultado se obtiene cuando la carga ¢s de polaridad opuesta y s

muceve ¢n sentido contrario.

21
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2.5 LA DISTRIBUCION DE TIEMPOS ABIERTOS Y CERRADOS.

E) comportamiento de un madeto simple de dos estados e puede desenbir por ¢l

Caquentt cindtico:

Aqui ey £ son las constanfes cinéticas asociadas con tos transiciones hacta el estado abierto
voeerrado respectivamente (Colguhoun, 19950 Asdlev )y Las constantes cineticas tenen
unidades de s ' Asi que la constante cindtica « ¢s ha frecuencin de trnsiciones al estado
abierto por unidad de tiempo en el estado cerradao, es dear, s1a 208 | por cada segundo
gue el conal permanece en ¢l estadan cerrado ocurren en pramedio 20 trmsiciones al estado
abicrto. Por o ranwy, en promedio es necesario incluir 20 periodos en el estado cerrado para
poder obtener un segondo de tiempo en el estado cerrado. por fo cual ¢l tempo de vida
mediv en ste estado sera de 0035, i el caso simple de dos estados ¢l nempo de vidi
medio es b oa. en eleaso genceral el tiempo de vida medio en el estado r es:

A

m "]"Z(/' (215

o
Donde g, on Ta constante cindéuica de la transicion del estdo 7 ul estado s N es el namero
de estados det modelo cinético.

Iin peneral es descable encomtrar el nempe que of canal permanece enoun estado
particular. Como va <¢ ha mencionado los tiempos en los estados son aleatorios. L conocer
¢l tiempo de vida medio en un estado no es suticiente, fa mejor torma de deseribir ¢l
sistema ey mediante o densidad de probabilidad  frr). definida de tal manera gue T
probabilidad de que el ticmpo de vida dure entre de 7y o0 seaigual a0 g tdre 1
densidad de probabilidud para ¢l caso simple del modelo de dos estados se puede obtener
de la stgaiente mancra;

I a probabilidad de que el canal pase del estado cerrado al estado abrerta Pty enoun
tempo L\ est

O ()= aN +al \1 (210}
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Debido a que ¢l tiempo Ar puede ser prande es posible gue hinan ocurrido varias
transiciones en este periodo de tiempo. para tomar esto en cuenta se afiade el lermino oAty
F-ste factor debe ser tal que:

lim :)—‘—“—2 0 (217
Y

[y importante mencionar que se ha supuesto que la probabilidad de pasar de un esiado o
atro es independiente de le gue paso anies del tiempo 1y solo depende del estado del canad

cn el presente (tiempo t). Esta es la caracteristica fundamental de los procesos de Markov

L probahilidad de gue el canal este cerrado al final de A partiendo del estado cerrado
Pt ) es:

PNy ==\t -a(\) (2.1%)
Si definimos R¢ (/) como la probabilidad de que el canal no salga del estado cerrado en ¢l

ticmpo /. 1.a probabilidad de que el canal permanezca en ¢l estado cerrdo entie Oy 7 1res

R, 7+ A)=R, (O (A1) (2.19)
Usando fa e, 2018 v Bel 2019, s¢ encuentra que:
R, (s
Rk, o) (2.20)
]

Como se ha supuesto que a 7=0 ¢l canal ¢esta en ¢l estado cerrado. entonees Rty 1, con
¢slo s¢ obtiene ques:

R, (1) =expl—car) (1=0) (2.2h
l.a probabilidad de que ¢l canal hava pasado del estado cerrado ol estado abicrio en ¢l
ticmpo 1 es Froo= - R que es equivalente a que la probabilidad de T vidacen ¢l estado
cerrado sea menor o tgual a . Por lo tanto la densidad de probabilidad 1 (1) ex:

. ([l':‘ (I) . X 1 Y
lJI)zT:rzc.\'p(—rz/) (=M (2:22)
t

De fa misma forma by densidad de probabilidad en ¢l estado abicrto es:
Fo k0 = flexpl-f3) (=0 (2.23)
kn general la denstdad de probabilidad para un modelo donde existen Af estados con

conductancia g se puede eseribir de la siguiente manera:

\?
|'¢(l)=2u A CNXp(-AT) (2.24)

|

AR}
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Donde

N =1 (2.25)
B

2.6 MODELO DE N ESTADOS.

Se ha mostrado que lox canales 1dnicos lienen distintos estados de conductancia. A
cady una de estas conductancias s¢ e puede asociac uno o vanos estados de contormacion
Por lo 1anto. el canal se puede representar en general por un modelo de Vestados, Bajo esta
idea, ¢s posible construir un modeto que mc deseriba el comporamiento de by corriente
para un canal ionico. dando el nimero de estados v las constanies cinétieas para todas fas
posibles transiciones.

Supongamos que un canal tiene .V estados. Para encontrar la corriente macroscdpica
tenemos que encontrar la probabilidad de que el canal s¢ encuentre en cadn una de Jos A
estudos. Bsto se logra al resolver un eonjunte de V' ccuaciones dilerenciales gque se
construy e deomanera simnilar a o Beo 223 y Eeo 240 Ung manera imuy comvenienie gri
formar las ceuaciones diferenciales es usando {a “matriz Q™ (Colquhoun, 19950). 1 coal
contiene todas las constanies cinélicas involucradas en ef esquema cindtico. Il elemento ¢
de esta matriz representa la constante cindtica asociada con la transicion det estido 1 oal

estado /. Log elementos de L diagonal se obticnen mediante [a siguiente ceuicion:

“
¢, = - Zq' 1220
L]

Las cecuaciones diferenciales se pueden esceribir en tuncion de esta mairiz muediante o
siguiente ccuacion:

Pt
/i

PnyQuinry (22

Donde P es uma matriz de dimension 7 X N v estd formada por todas las probabilidades de
los V estados, [in esta ecuacion las constantes ¢indélicas se representan por (41, las cuales
pucden tener una dependencia temporal.

U'na vez que se tienen la b, 2.27 para un modcelo partieuiar. L cortiente predicha

ror ese modelo se caleuda rexolviendo para las probabilidades de cada une de esos estados

14
-
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2.6.1 Probabilidades en el estado estacionario.

Silas constuantes cidticas son independientes del tiempo ¢l vector de probabilidad
P tendera a an valor limite P(er) cumndo el tiempo 7 = 7 independientemente de Las
condiciones imciales. b estr sitieeion Ias probabilidades de cada uno de Tos Voestados
permanceen sin cambio. Por lo tanto los valores en extado estuctonirnio se pucden obtener
mediante [a ccuacion:
PeaQuedy 0 (228
Donde 0 ex una matnz con 1odos sus clementos notos. 111 caso mas simple se obticne
cuando ¢l exquema cinético esta ormado por xolo dos estados. eneste caso Ta probabilidad
del estado abieno esta dada por Ta e 2,70 En el vaso general, L solucion para ¢l estado
estaciondrio  se puede obtener anadiendo una cofumna unitaria a la parte derecha de o
matriz Q. de esta manera se obtiene una matriz S con dimenston VYN - [0 Siou representa
un vector renglon VN con todos sus elementos unitarios. La solucion para ol estado
estacionario se pucde escribir como (Colquhoun, 1995

P(c) =u(SS") (22w

2.6.2 Constantes cinéticas independientes del tiempo.

U caso simple pero muy importante. ex cuando [a matriz Q ey independiente del
uempo. bsto ocurre por cjemplo. cuando seaplica un escalon de potencial. | este caso, ¢l
potenciil permaneee constante y por o tanto tambicn las constantes cincticas, Para este
caso se encuentra gue b solucian para las probabilidades se puede escribie comao ur suma
de V-7 exponenciales (Colquhoun., 1993a):

[)(I)=[)_(I)EZ.N"U e (230

~

Donde  p () ex la probabilidad del estado j en el estado estacionmario v 7 representa fas
constantes de tiempo, Tane p () v o1 son tunciones de las constantes cineticas £/
Nientras que wo depende de @y de fas condiciones iniciales,

De esti manera. at aplicar un escalon de potencial, lu corriente se caracteriza por A/

constantes de tempo 7 para un modelo de N estados.,

Y5
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I.a solucion general en este caso parece bastante simple e, 2,50, sin embargo para
modelos mayores que tres estados la solucion explicita se vuelve  tremendamente
complicada, mientras que parit modelos masores de 5 estados va no e posible encontrar
una solucron explicita. Lo manera mis simple de resolver Ias ceuaciones diferencntes os
mediante integracion numérica. sin embargo con este método no ey posible obtener Jas
constantes de tienmipo v éstas son fundamentales en la deseripeion de ta cindtica de tos
canales ionicos, por este motivo s preferible siempre que sea posible resolver ¢l sistama de
cewiciones diferenciales con un método diferente. Cuando fa matriz Q o independiente del
tiempo es posible encontrar fos coeticientes que acompaian o los exponenciales « las
constantes de tiempo numéricamente. [a solucion en csie caso se puede escribir de o
siguiente manera:

Pir) = P{OY*exp(Qr) (2.3

Donde el exponencial de una matriz ¢ detine de la manera usual

cxp(Q/)=l+z Qe >

a=}

n!
Ademas de la representacion anterior ¢l exponencial de una matriy ~e pucde esenbir en

funcion de exponenciales de excalares de la siguiente maneea (Colguhoun, 1993:0);

\

c\p(Ql):Z Xy Yexpi-At) (

ol

ra
P
23

Donde 2, v X, son los cigenvalores v cigenvectores de la matriz- Q respectivamente. \
representa el namero de estados. mientas que los vectores v, son los yvectores renglon que
forman la matriz V- X', donde la matriz X esta tormadu por todos los cigens cctores x,
La matiz (O es singular. lo que significa que uno de los cigenvalores ex cero 2. 00 Asi quc
en el imite ¢+ — 0 . se obtiene que:

Py = PLO)A, (234

Donde A, X, ¥ De esta manera, [a matriz de probabilidad se puede eserihir como:

[

s

s
.

b
Py =P(n)+ P(O)Z A fexp(-14) (2

Comparando la Lc. 2.30 vy Fe. 2,350 se encuentra que las constantes de iempo son 1, 172
Por lo tanto la matriz probabilidad se puedce escribir en funcion de las constantes de ticmpo

de la sivuicnte maneea:

20
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P{t)y=P(r)+ P(('))Z A Fexpl-1 7)) (2 36y

o ¢) caso que la matriz Q tenga dependencia temporal, las probabthdades de cada
une de los extados s no se pucden deseribir como una suma de exponenciales tpor o tanto
i corriente tampoco) v oen general la Ginca manera de resolver el sistema de ecuaciones

diterenciales e mediante integracion numenca.
2.6.3 Un modelo cinético a partir de la corriente macroscoépica.

I-ncontrar un modelo para tn canal ionico ex en general muy complicado. existe una
forma genceral para encontrar ¢l numero de estados 3 fas constantes cincticas partiendo de
tos registros de canal anico (Colgquhoun. 1993¢). Sin embaree, ¢n alpunos conales 1
conductanctr es muy peguena (Por gjemplo e C1C-2 g=2pS), esto trae conto cotsecucnii,
que sea muy difictl hacer registros de canal Ginico v por o 1anto gue no sea posible aplicar
csta tcenica. Una manera alternativa de encontrar un modelo s o través de la corrente
macroscopica, Enoeste caso. ol nimero de estados puede deducinse del namero Je
exponenciales que se necesite para desenbir el cwrso wmparal de fa cornente al aphcar an
escalon de potencial Be. 2,30, Sin embargo. este procedimicnto supone gue todas Las
eaponencidles tienen un peso imporntante. e no ser asic algunas de estas exporenciales
podrian no  ser percibidas v por lo tanto subestimar ol ndimere de estados.
desafortimadamente ésta es la siuacion gque se espera en by mavoria de los casos, Asi gque
protocolox de potencial muy elaborados son necesarios para encontrar un modelo adecuado
Unaves que se tiene el namero de estados se requicre encontrar bis transiciones entre fos
ostados v sus respectivas constantes cindtica, Fin aquellos casos cuando los maodelos son
mus simples las constantes cinéticas se pueden estimar usando la probablidad de aperiur

v s constantes de tiempo.
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Capitulo 3

MATERIALES Y METODOS.

F1ADN que cadifica para el camal CHC-2 se obtuno de Ta glandula parotida del
raean. | as mutaciones F2IAAD C2388 v E213A-C238S tueron realizadis por ¢l Dr. Keith
Nehrke del Depantamento de Medicina de la Universidad de Rochester.

1 canal CIC-2 se¢ expreso en eclulas HEK-293 dehido a gue estas eélulus no coentan con
cailes  endogenos que permiten el pase de cloruro en condiciones isotonicas ¢
fipertomicas, | as corrientes se o regisicron usando Iy weenica de pateh-clamp en o

modalidad de nhijacion de voltaje.
3.1 SOLUCIONES.

Se usaron sotuciones inermi v externa con coneentraciones simetricas de CLo Flplld
en las dox soluciones tue de 7.3, La solucion externa contenia (en mM iy FEA-CH 39, CaCCl
0.5 D-mannttol 100 v HEPES 200 La solucion interna (en M TEA-CH O, EGTA 200
HEPES 200 Se outitizo eb D-mannitol en la solucion externa para hacer estic solucion
hipertonmic comparada con las solucion interna (A1 70 mosm kg). Con esta solucion
hipertonica no se permite b activackon de canales de elerure actnvados por volamen gue se
encuentran de manera endogena en las células THEK-293.

Para analizar ef electo de fa concemracion de cloruro imtracelular, se usaron sotuciones de
SOmN v JOmM de cloruro intraccelular. Para 80mM de CU se wiliza: 11 AN-CH 8OmM: D-
manitol 120mNM: EGTA 20 mNy Tepes 20mM. Mientras que para 40mM de O se user

FEA-CLA0mME D-manito]l 200mM: EGTA 20 mM v 20mM de Hlepes.
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3.2 CULTIVO Y TRANSFECCION DE CELULAS.

Las oélulas HEK-293 fucron obtenidas de InVitrogen (Carlshad, Caltlornia)
mantenidas 2 377 en una atmosfera  de 95% O- 0 3% CO: Las celulas osadas para la
transteccion Yueron mantenidas en cajas de Petri de 30mm con una confluencia de 30-60%q
Las cdélulas TTEK-293 fueron transfectadas con ¢l pIRES2-LGEP-mCIC2 (0.5 pgepl) usando

¢l poly feet transtection reagent (Qiagen: Valencia, CA).

3.3 REGISTRO ELECTROFISIOLOGICO.

Se colocaron portaobjetos con células adheridas en una camara ¢ 300 pd de
valumen) que contenia la solucion externa. Lista edmara estaba montada en b plating de un
microscopio invertide  equipade  con iluminacion  UVD Las células  exitosamente
translectadas se identhicaron viswalmente por fa fluoreseencia emitida por 1.GEP bajo
tHuminacion UV, Los registros de eclula completa se obtunteron utilizando el Axopatch
20 v el programa pClamp 6 o 9 (Axon Instrument, Union Ciy, CA L Das celulas
Huorescentes fucron selladas (Hamill et al.. T981) usando clectrodos fabricados con vidrio
Corning 161 (Warner Instrument Corp.) con resistencias de 2.0-4.0 M [lenos con fa
solucion miterna.  En kv cdmara de registro se uso un puente de agar de SM KCL | as
corricntes fueron fhradas o 3K usando filtro Bessel de § db decadas v digitahizadas o

TOK Lz, Todos Tos experimentos se realizaron a temperator ambrente (2 0-237C

3.4 ANALISIS DE DATOS.

Para construir [as cunvas Je corriente contra voltaje ¢1-Vy, las magnitudes absolutas
de fas cornentes o cada voliaje fueron normalizadas wilizando la amplitud de cormente
obtenida a -200m\V. Esos valores de corrientes fueron pramediados usando tos registros de
varas cClulas. La prubabilidad de apeniura aparente (P4) fue estimada o partir Jde L
carriente imstantaned ohtenida a -60mV como sigue. 1o corriente que pasa por los canales
ontcos se levo a suestado estacionario al potencial Vi Donde V, cambio desde » 80 hasta

200m\L Fsox pulsos fueron seguidos por un escalon o «60m\, [ as corrientes miciles

24
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-60mV para cada Vi oestan dadas por la ceuacion /=N*1 P07 Donde NV oes ¢l
nimero de canales en la célula. i €3 1a corriente que tluse a traves de un canal abierto
para el voltaje de +60mV y Py(Vy) es la probabilidad de apertura aparente ¢n el estado
estacionario a V. La corricnte maxima ¢s Lo, = Va0 v s¢ obticne cuando Py 1L De esta
mancri. ka diferencia en ta amplitud de la corriente para cada Vi se debe soloa /7y Por o
tanto. L dependencia con el voltaje de esta probabilidad se puede obtener al araticar / como
luncion de Vi Para un canal con dos estados 1a probabilidad de apertura se puede ajustar
mediante Ja e, 20140 Una manera niis general de ajustar la dependencia con el voltaje de L
probabiltdad de apertura ¢s mediante la ccuacion:

PP,
\ - l).“ i ln.n:i rm.v. . (3.‘)

i—‘

I)

T2
l+e ®
Donde £y v P son das probabilidades maxima v minima alcanzadus por ¢l canal

respectivamente. 7 es la carga de compuena aparente, /7 la constante de laraday. £ L
constante de fos gases. 7" la temperatura v Vg es ¢l 'V, necesitado para obtener
(Lo * PV 20 Enceste trabagjo se usa la Ec. 3.1 con P, [ para describir fa probabilidad de
apertura en funcion del valtaje.
1 analisis tue realizado usando los paquetes Clampfit (Axon Instrumentsy v Origin
(Northampton. MA).

-l nimero de eélulas usadas para los datos experimentales mostrados en ¢ste trabajo
fue igual o mayor a 6. I'n las curvas para los datos experimentales se gralica la media +

.S ML

NI
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Capitulo 4

RESULTADOS.

4.1 PROPIEDADES ELECTROFISIOLOGICAS BASICAS DEL CANAL CLC-2.

i esta seecion se desenbe o dependencia con ¢l potencial electrico de by corrente
macroscopica que pasa a traves del canal CHC-2 silvestre (WH Para estudiar esta
dependencia atilizamos escalones de potencial, Iin todos los casos La diferencin de potencial

dada. os L del mienior de [a eclula respecto al potencial de Ta solucion externa

4.1.1 Corriente macroscoépica.

Lo la Figura 4-1T8.0 se grafica fa respuestis obtenida al aplicar los escalones de voltyge
mostrados en la IFigura d-1A. o este estimulo se manticne la membrana de la edlula a un
potencial de 30mV. despuds se aplica un escalon a 80mV v finalmenie s¢ pone o un
potencidl de 60m\V. Como se puede ver, no se obtiene corriente a i és de Lt membran:
Esto podna deberse a que la probabilidad de apertura de estos canales a fos potenciales 30
80 a0\ ex core o que la conductancia de los canales abiertos ¢ niuy pequeiia par ¢sos
potenciales. En da Figura 4-1C, se muestran escalones de potenctal similires a los de s
Fiear 4-1AL solo que en lugar de aplicar el escaton a SUm\V se aphico -140mV. 1
respucsta de la céhula aestos escalones se muestra en o Figura 4-10D0 T este caso, e
observa un aumento pradual en la magnitud de o corriente cuando se fia el voltaje o -
[4omV. Lste aumento ternina cuando se lega a su estado estactonario cerea de los 400ms
despucs de aplicar este escalon de volaje. El signo negativo de la corriente imphea que el
Cloesta saliendo de ta edélufa. Debido a gue la corrtente e diferente de cero para este
voltaje, Tl eurso temporal de ésta se debe i un incremento en fa probabilidad de apertura de

los canales en funcion del nempo, Cuando ¢l potencial se cambia o = 60m\V se observa una
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corrienie de polaridad opucsta que disminuve con ¢f riempo. Lo este caso, el signo positivo
de fa corriente imphica que ol CFesta entrando a ta eclala, De estos datos podemos conclur
que el canal deja pasar a los jones cloruro en ambas dirccciones v que Taausencia de
corrienie a potenciales positivos se debe a que la probabilidad de apertire ¢s muy b o
casi cero como veremos mas adelante,

80mV A0mv

60mV

_J_—'\_— —
30mv A C

1a0mv

N
D

O 200 400 600 800 1000 O 200 400 500 800 1000
Tiempo (ms) Tiempo (ms)

IC( (PA)

AWK - O -
AN D -

-

Figury 4-1 Protocolos de extimulacion v corrientes resultantes para el canal C1C-2 Ny O dlustran s
protocolos de estimulos para generar la corrlentes correspondientes que se dustran en B s D respectivinmente
En ¢l primer caso el voliaje se canibio desde on potencial de mantenimiente de - 30mV fusta - 80m\ 3 luczo
weoregresa a 60w\ Bl registro respective mucstra la ausencia de actividad cléctnea ante este pulso S
embargo, cambiando ¢l patencial a 140, se observa un incremento gradual en Ly corrente misma que aleanzs
un valor estacionario al final del pulso (600ms), Esto se debe a que abora los canales se han abwerto v depan
pasar el CLo Lo carriente negativa reprosenta ta salida det C de Ly cetula AT final del puiso de Lim\ Los
caniles 1odavia estan abiertos, por tal razon al cambiar rapidamicnte ¢l potencial a6y cambranios fa
potanidad de Iz Teerza impulsora para el ClL 1o que resulta ahora en entrada de CLmsna gue se obseria
com corrente posttiva, Sin embareo, la corriente no o sostenida, osla decac avero st se debe o gue a cne
potencial Lt probabilidad de apertura de los canales es cero,

En da Figura 422 se muestra ¢ compontamiento de este canal en un rango de
prtenciales mas amplio. Fnfa Figurs 4228 se muestran 1ax corrientes abtenwdas al aplicar el
pratocoln mostrado en ta Figura 3-2A0 Como se puede apreciar de Ta Figura 4-20 Ta
corriente que pasa i trands de fos canales CIC-2 ex apreciable solo parie voliajes menares

que -40mv.
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1
20my P s 0
A z . |
- B
- 3
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0 'EEIQ d(‘flﬂl 600 840
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Figura 42 Corriente macroxcopicu o través de los cannles C1C-20 1 N\ e uestre of protocolo usado parg
abtener los registros de cornente graticados en B. Dnowodos fos casos Ba celula se mantuv o a 0mdy s despues s
aphicaron escatones de potencial desde -0 hasta 80m\V con incrementos de 20m\ | seemdo de un escalon a

(1A

4.1.2 Curva |-V y Probabilidad de apertura aparente.

Fnfa Figurn 4-3A0 se grafiea la corriente normalbizada en funcion del voluyge. Tata
corriente se obtuvo jusio antes de terminar ¢l primer excalon del protocelo mostrado on la
Freura 4-2B (399ms). A polenciales positivos no se obtiene corriente tal como we ve de la
Freura 4-2. Sin embargo. a medida que fa membrana se va hiperpolarizando Ly magnitud de
[ comiente incrementa casi de mancera lineal. Debido i este comportamicnto. se dice que ¢l
canal CIC-2 s an rectificador eatrante, En 1o Figura S-380 se muestea B probabihidid de
apertura aparente obtenida al inicio det escalon @ 60m\ (601, De osta gura, se puede
ver que la probabilidad de apertura s cero para potenciales posilivos v que sleanza suvalor
maNtmo a potenciales muy negativos cercanes a los -200mV., Con linca continua e muestra

un ajuste utitizando I ecuacion de Boltzmann (e, 3.1).

®
> g0 10
< 5
Y g5 = & 05
2 . A [a W

= .

J ) ]
- ‘u " R T L L L 1 (}G r T T T L

200 150100 50 O 50 100 200 150 100 50 D S0 100
V_(mV) Vm (mV)

Figura 4-3 Dependencia con ¢l voltaje del canal CIC-2, En A\ se moestra la curva s Vo [a cormente
obtenida al final de los escalones de potencial (S99ms) mostrados en Figura 4-2 fue noomabizada utihizando Ty
varriente registrada a -200m\. Lo B ose prafica la probabilidad de apertura aparente Gambolost v el apuste
wsando la Feo 301 thnea contine) donde Voo 42V, 2 0735 P O~ P, 1L

-’
‘. d
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4.1.3 Comiente instantanea.

En la Figora 4-4 se muestra Lo corriente obtenida al Tlevar el canal o suvalor
estiacionario a -100mY v despues aplicar un escalon de potencial V.o donde Vovaria de 80
-HH0mV oen incrementos de -20mVo AL iniciar ¢l segundo escalon de potencial (6811ms)
sepdn la lie. 2.2 fa corriente sera:

P N * gy P10l (4.1)
Seetn ¢sta ecuacion la corriente al iniciar ¢l segundo escalon refleja b dependencia de la
conductancia ¢ con el voltaje. I*sta corriente normalizada respecto al valor oblenido q
8OmVY para vanios voltajes se grabica en a Figura 4-4R (cuadrog). Como se puede observar
[ corriente signe un comportamiente lincal. por lo que en este ranvo de voluge la
conductancia de canal anico g ex independicnte del voluje. Fsio eso el canal abierto se

COMpOrts como una resistencia constante de valor 1oy

A B
6 0
3
E .3 -
6 -Z
o] 200 400 600 800 1000 -150 100 50 0 50 100
Tiempo (ms) V (mV)

Figura 4-4 Corriente instantanen. Un B se muestra lu corriente instantanca teuadros) obtenda a diterentes
voltajes despues due abrie of canal a - [00mMV como <s¢ muestra en fa figura AL La cormente en B ae nonmalizo
respecto o la corriente obtenida o 80m\'. [n BB se muestra que [a comriente se ajusta adecuadamente con una
hinea recta

4.1.4 Curso temporal de la corriente.

I'n el curso temporal de la corriente que resulta de Ja aplicacion del escalon de
potencial a -0V (Figura 4-1D). se pueden apreciar dos componentes en la cindrica de
apertura del canal. AL miciar ¢l escalon de voltaje se observa wn incremento ripido de

corricnle v posteriormente se ve que la corriente s incrementa fentamente. bate

N
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compartamiento se puede ajusiar por una sum de dos exponenciales. cada una de el
relacionada a la cindtica rapida v o cinctica lema:
A A SN ) U X Y § IR L (4.2)
Donde 1 v 70 son Lis constames de ticmpo rapida s fenta respectivamente. Coo Gy Covon
Las contribuciones relatinas de los distintos componentes o L doble exponencid Cuando se
aplica un excadon de voltage partiendo con todos fos canales cerrados ¢V, -Gm\Yyse ene
que (o 70 Inesa condicion. la fracerdn con la que contribinen a L cormiente ke cimctica
rapida Ay v o cinética fenta Ac es
P T S X S T S B G [ G G 4.4
In fa Figura 4-3A, se grafican as constantes de tiempo obtenidas al ajustar uni sun de
Jus exponenciales (be. 4.2 o la corriente de activacton para varios soltajes ¢bivura 4-13)
[ o constante de tiempo pequeia 1. representa el curso wemporal rapido observado al i
chescalon de patencial v Le constante de tiempo mayor 1. corresponde il curso tenporal
fento. tes alrededor de dies veces mavor que 1, para todos los potenciales. Comao e puede
ver, das constantes Je tiempo disminuyen @nto para potenciales muy negatives como para
potenciales positivos v alcanzando su valor masime alrededor de 40m\ o L Dipora
4-58. se grabican los pesos de la eindética rapida () v fenta (A< obtemdos usando La b,
4.3\ potenciales cercanos o im\V la cindrica lemta domina a fa ripidas os decir, T mavor
parte de Ty cornente gue se observa tiene un curse temporal dente. mientras que o

potenaiales muy negativos ¢l componente rapido es el dominante.

10C u
gne®” “eas . ..'..lf A
E 1o 08 T 051 a8 08 s
e . .
..... ®aoe t .....‘ Ar
{
! r T T - OG r T —_— ]
=200 -100 0 100 200 <150 100 50 [#]
V_(mV) V_(mV)

Figurn £-5 Constantes de tiempo. [ as corrienmtes macrescopreas de activacion comio Las que se muestran en
Ia brpora 4228, tueron agqustadas con uma suma de dos exponenaiates Dol mpuste s dewermimaron Lo
constantes de tempo rapida (1) v leata (1), Tumbién de exte tpo de apustes se determmrmaron [os pesos
respectivos de Jos componentes rapidos 3 lentos, nusmos que se encuentran gralicados en B ocomo 4 v\
respectivamente,
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4.2 PROBABILIDAD DE LA COMPUERTA DEL PORO Y COMUN.

i 2 seecion antertor s¢ obtuv o que ¢l curso temporal de L corriente en el canal CIC
2 estid campuesta por wa cinética rapida vouna cimdética feni o dos canales CHO-0v CHC-L
ta cinduca rapida v la cinetica lenta s¢ deben a la compuerta del poro v la compuerta
comun respectivamente. Se piensa gue on el canal CIC-2 a0 presenciit deestos dos
componentes en la cinética. es una muestra de fa existencia de los dos tipos de compuertas
(Zunica. 2004), Siesta idey es correcti, v apertura mipidi observada al micio del escalon a
140V de la Figura S4-1D se debe o la apertura de tas compuertas del pora, mientras que I
apertura lenta a ticmpos mavores se debe a la apertura de [r compuerta coman.
1.a cammiente a traves de un canal con doble pora como ¢l C1C-2 estiy dada por:
[ =2Ni,.P, 41y
Donde N es ¢l ntimero de canales en o céluta, Py oes Ta probabilidad aparente de apertura ¢
4o os lacorriente que pasa a traves de cada poro. Por otro dado. sioel canal CIC-2 se
representa por ¢l maodelo de doble barril con tres compucrtas independientes (Figura 1-1),
en donde Erapertura o cierre de cualquiera de eltas no afecta a las denas. La corriente que
pasa a traves del canal CHC -2 se puede esertbir en funcion de fas probabilidades de apertura
de las dos compuertas;
I =2Ni,P.P. (4.5)
Donde £y - es la probahbilidad de apertura de la compuerta del poro v la compuenta
comun respectivinuente. De esas dos ccuaciones podemos ver gue b probabilsdid de
APCTIUR Oparentce o
P =PP o
De [ Figura 4-5313 se ve gque la probabilidad de apertura aparente o -200m\ es Poy(-200)= |
Usimdo Ja Fe. 4.0 se obtiene que Pp-200)=1 v P (-200)=1, Es decir, o potenciales muy

negahivoes ambas compuertas estan ahieras.

\provechando gue fa einctica del componente rapido ¢s cerea de 10 veees mas rapida gue
fodel fento o 200m\'L se propuso un protocolo para determinar fas probabilidades de fas

compuertas pacy todo el rango de voltages. Para -100mV se uso e protocola que se muestra
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en la Figura 4-6A. Con éste protocolo. el canal se abre hasta gue alcanza ol estado
estacionario a =100mV . Al 1inal de este escalon la corriente estar dada por:
P =2V P - 100mi ) P - 100 mb ) (.71
Despuds seaplicd un escalon a -200mV por ams de 1al manera que al tinahzar este se
tenga la sigutente condicion:
Pl o omlyy o P-200mb ) =) (4.8)
. no cambia de valor debido a que la cindtica de fa compuerta comin es lenta y no tuva ¢
tiempo suficiente para aleanzar su valor estacionario a -200mV. Asi que al regresar ¢l pubse
a -H00mV, la corriente al inicto sera:
[.= 25N *F P (-100m1") (4.9
Aldividir la e, 4.7 con la e, 4.9 se¢ obtiene:
P.(-100ml"y= 1,71, (4.1th
Do esta form se obtiene 2 probabifidad de fa compucerta del poro a -100mV. Ly b Figur

4-613 se muestra ¢l repistro correspondicente a los escalones mosteados en Lo Frguria 4-0A\.

-100mYy

200mV

0 250 500 750 1000
Tiempo (ms)

Figpura 4-6 Determinacion de la probabilidad de 3a compuceria del poro (Pp). A Protocolo de estimule
uilizad. para determinar [ probubilidad como functon del voltgje, En exte caso se tlustra ¢l potencral - 10
mV, B Coarrtente resultante de aphiear el extimulo A en una ¢élula,

Haciendo lo mismo para cada uno de los potenciales se puede obtener la probabilidad de
apertura de In compuena del poro en todo el rango de potenciales. n la Figura 4-7 se
eradica la probabilidad de apertura de la compuerta del poro obtenida de esti manera

(eirctlos). Debido a que ta probabilidad de apertura aparente ¢s *, = 7 | entones se
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puede obener 2 apartirde 72y P La probabilidad /7, vatue obtenida v ose muestraen
o Fieura 4-3B. La probabilidad 2 caleulada se grafica en la Fieurs 4-7 (cuadrados)
Camo se puede ver de fa Figura 4-70 ¢ camal se cierra a voltajes positivos debido a que fa
compuerta del poro seocierr aestos voltajes, mientras que L compuerta comin tiene tina
probabilidad de apertura diterente de eero en todo el rango de potenciales

I's importante mencionar gue para obtener las cunvas de probabihidiad mostradas en L

Figura 4-7. se ha supuesto gue lus compuertas sen independientes s que b cmetica de a
compuerta del poro e mucho mds rdpida que la cnduen de Ta compuerta comun solo o -

200m\V y noen todo el rango de volujes.

Probabilidad

-200 -100 0 100
V_(mV)

Figuru 4-7. Dependencia con el voltaje de fns compuertas del esnal CHOC-2, Probabalndad de apertura de L
compuena del poro (arcalos) ¥ compuerta conmin (cuadros) en funcion del potencial electowa 1as Tincas

]

contimuas sen los ajustes usande la beo 3.1, Para la compuerta del poro se encontro A TR VI

Pooax P 1 Para la compuerta comum se obtuvo que Voo =135 2 3, o 0g IR TP RN L

4.3 EVIDENCIA DE LAS COMPUERTAS DEL PORO Y COMUN EN EL CLC-2.

La presencia de dos eindlicas en ¢l curso temporal de L corriente no s¢ pucide
cansiderae comao una prucha de Ta existencii de fa compuerta del poro s comun en el conal
CHC-20 Debido o gque uncanal con solo una compuerta gue tenga tres estados es suliciente
Para gue se penere una corriene deserita por una serma de dos exponenciales (ver be 2500
Dada [a dilerencir entre 1 ) s es posible obfener informucion adicional de estas
compucrtas  estableciendo protocolos gque fogren ¢l incremento de una probabihidad

micntras disminusan fa probabilidad de la otea compuerta,
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Sise inicia con el canal cerrado v despuds se aplica un escalon de =20\ por un

periodo de 3ms. e espera que la probabilidad de la campuena del poro sea cercana a |

despuds de oy Sms.y que la probabilidad de i compuerta comtn cast no cambie debido

su cinetica lenmta. St ahora se aplica un esealon a -100m\ L la compuerta del poro tender o

cerrarse micntras la compuerta coman tratard de abrirse. s decir, comao resultado de los

cambios ¢n la probabilidad de las compuentas, el registro de corriente mostrara primero i

disminueion (cierre rapdo de fa compuerta del poro) v despuéds un amnmnento fento Gapertur

de Ja compuenta comuan). kn L Figora 4-883 se muestra [a corriente obtenida aplicando Tos

esealones de potencial mostrados en la Figura 4-8A. Como se puede ver. [a corriente sigue

¢l comportamiento que se esperaba (la commiente durante ¢l segundo excalon disminuye y

luego aumenta). ste resultado sugiere que en el canal CIC-2 se encuentra i caompuera del

poro v ki compuerta comun de la misma manera que en el canal CIC-0 v CIC-1.

A

Figurn 4-8 Fvidencia de la compuerta del pore v 1 compuerta comun en el canal C1€-2

N0

2iN)
-1

N

O..( nA
SO s
T 0
\ o

-120

<140

h

A Protovole

de estimulo. B Cornente eesultante. Se observa que 1o corriente primtero decie 3 Tuepo pradualimente
ncerementa en cada imoe de los escalones de potencial.

A -100m\ Ty probabitidad de apertura de Ya campuerta del poro en extado cstacronari o -0 89 3 Tade 1a

compuerta conun ~0.65 (Tigura 4-7).
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4.4 MODELO DE DOS ESTADOS PARA LAS COMPUERTAS.

Para describir el compontamiento cinético para cada compuerta de Tos canales ClC-0
v CIC-T se uihiza un modelo de dos estados. uno cerrada v otro abierto (Chen, 2005)
NSupongamos que las compuertas del canal CIC-2 imbién se pueden describir con un

modelo de dos estados, Adenuis de o anterior supongamos que las compuertas son

independientes. Ast. la compuerta del poro estara representada por el esquen

4 .
Fsquenta 1 C(, A

Donde Oy A representan ¢l estado cerrado v el estado abierto respectinvamente. Fooeste

esyuemia e ¥ o son kas constantes cinéticas s ambas son funcion del pateacial clecineo
Para cste caso simple de dos estados. se puede resolver la e, 2.27 correspandiente a

un escalon de porencial. Sc encuentra que la probabilidad de apertura pare Ly conpuerta del

paro cambrra con ¢ tempo de forma mono-exponenciats

Po=P., (P, - P’ (411

Donde 2 o v+ g7y es fa probabilidad de apertura en ¢l estado estacionario al potencial
del escalon aplicado. mieniras que po es la probabilidad de apertora antes de aplicar ¢
escalon de potencial. La constante de ticmpo en este caso es 70 = Fe(er + /1)

Degual torma fa compuerta comim serd representada por.

Fsquema 2 C, A

La probabilidad de apertura para Ly compuerta coman es;

’

PP - P (4.1

Donde 7 A4y v = L4410,

Asumiendo que fa cinética del canal CIC-2 praviene sola de las compuertas vogue
cada compucnta transita solo entre ¢f estado cermado v ¢l abicrto. entonees ¢l esquema gue
deseribe o apertura v cierre det canal CIC-2 es el que se muestre ey la Figura 490 bste
modelo est formado por 6 estadoxs. De estos. cuatre son estados cermdos {(C) v dos son

estados abicrtos (O, Los estados en b pante izguierda del modelo representan fos estados

40
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con ke compuerta comin cerrada v los estados en a pare derecha representan los estados
con fa compuenta comun abierta, Aqui O signitica el estado en el cual la compuerta comun
¢sta abicrta v una de las compucertux del poro abierta v la otra cerrada, De T misma forma
O: representa el estado en el cual 1odas Las compuenas esian abiertas. Asi pues, el estado Q-
conduce ¢l doble de cormente que ¢f extado 0,

/.

Ci — | Cs

p
2al | B 24 | B

C2 — L O+
w| |28 v 23

A
Ca +——-[:i,1 02
M

Figura 4-9 VModelo de doble barril con tres compuertas. Esie modelo consta de 6 estados de los cuales
cutatre son estados certados (C) y dos son estados abicnos (O)

De este medelo se obticne gue [a corriente macroscopica se puede escribir cono.
! ~
[ =Ni (F,+2P,) (4.13)
Donde 22 v 2 es B probabilidad del estado O v O respectivamente, 5 es L cormente
Jue pasa por un poro v Ves el nimero de canales.
Debido a gue fas compuenias son independientes, fas probabilidades de eocontrar ol canal

en los estados Oy v O estaran dadas por:

Py = 2P.P(1= Py ()

71.‘ = F: ]; 7 (4.15)

Usando Ta Beo 40150 Ee 4004y Ta e, 4015 se encuentra que la corriente se puede escribir

COMO:

[ =2Ni, PP (4 16)

H



Capitulo 4. RESULTADOS,

[La corriente gue pasa a través de un canal con estas caracteristican esta determinado
fundamentalmente por las probabilidades de sus compueras, tal como se espera para ol
modelo de¢ compuenas independientes (ver la scecion 4.2).

Asi que 1a probabilidad de apertura aparente para este canal segan la Lo, 40y e 4010
debe ser:

P, =P.F. (4,171

Usando Iy Be 403 BEeo 412 v a e, 4,16 se obtiene que:

’

T-2Nigr PPl P P (PP e s Pl P e |
(+4.18)
Siosuponemos que ba cindtica de Ia compuena del poro es mucho mas rapuda e la cincénea
de fa compucerta comuan. ¢s decir:
r, <<r, 4.19)
Se obliene gue la corriente se puede eseribir como:

1

PN PP =P (P ~Pye " P P e | (4.201
Como s¢ puede ver. éste modelo predice que la cinética del canal e deserita por dos
exponenciales. tal v como se ha observado experimentalmente. Asi que. se puede asociar b
cinética rapida observada experimentalmente. con la cinética de la compuerta del poro v b
cindtica lema con la cinética de la compuerta comin, es decirr, =r, v r r.. lumbicén
la condicion r << r | es bastante cercana a lo que se obtiene experimentalmente (Figura
SERVAN)

Como se mostré anteriormente (Figura 4-7) la probabilidad de apertura aparente os
cero a voltajes positivos debtdo a que la compuena del poro tiene una probahitidad de
apertura cero a estos voltajes. De la Be. 4.20 se puede obtener ¢f mismo resultado, como s
DIUCSIED it CONLINUACION:

I'vperimentalmente se obtavo que ¢l canal permancee cerrado o potenciales positivos
Lxisten tres posibilidades para que esto ocurra:
1. Compuena comun cerrada y compucrta del poro abicna.

2. l.as dos compuenas cerradas.
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3. Compuerta del poro cerrada vy compuerta comun abierta.
Supongamos en primer lugar que ¢s ta compuerta comin la que cicrra ¢l canal (casos 1y
D bneste caso P =0 al aphicar un escaton de potencial parttendo de un potencial
positivo, De acuerdo a la Fe, 4,20 bajo estas condiciones Ly cormente estard deserita par:

F=2Ni (PP, =P P e ™| (4.21)
Esta tuncion sugiere que fa corriente debe tener una sola exponencial, sto estd en
desacuerdo con lo observado experitnentalmente, sugiriendo que fas opeiones Ty 2 son
poco probables. La altima posibilidad. es que la compuerta del poro es a que cieree ¢l canal
(7', =) mentras que la compuerta comin permanezea abierta para patencrles positivos,
Con ¢slo sc obtiene que:

TAE R0 U L L L LA (N S [ (4.7
Fsta ceuacion predice un comportamiento bi-exponencial que es compatible con los
resuftados experimentales.

Ademis de obtener la probabilidad de apertura de la compuena del poro a voltiajes
positivos, s¢ puede obtener la probabilidad de la compuerta comin con este modcelo. La
mancra de haeer esto es la siguiente. De la Figura 4-38 sc ve que a -200mV la probabilidad
de apertura aparente es S (=200m17) = |, Usando la le. 4.17 se obticne que o est
potencial la probabilidad de apentura de la compuerta del poro v la compuerta comiin serin
Py sl
Ademis. de a Figura 4-SB se ve que el peso del componente cipido o ese poteneial o
g, 20,60 La ke, 4.22 se puede escribir como:

'

J<2Ni AP P (lme Y+ P (P, P = ) (4.23)

Asi que comparando con la e, 42, se tiene que ¢, =P Py C. =P (' -I')

Usando ki Be. 4.3 se obtiene que 1, = £, 72 . Pero a -200mV 1>

L

H

Ly o, = 0.6, asi que

P2 06,
I:ste modelo predice que la cormiente se puede describir con la suma de dos exponenciales

tal y como se encuenmira experimentalmente. Ademds a potenciales positivos T probabilidid



Capitulo 4. RESULTADOS,

de apertura de la compuerta del poro . = 0 v la probabilidad de apertura de Ly compueria
comun es £ = 0.6 Lstos valores estdn de acuerdo con las probabilidades encontradas
experimentalmente (Figura 4-7). Este andlisis parece indicar que el canal CIC-2 se puede
representar por ¢l modelo de doble barrtl con tres compuertas usado para exphear ¢l
funcionamicento de los canales C1C-0 v CIC-1 (Saviane, 1999). Sin vinbargo. a continuacion
s¢Mostrard que &ste madelo ex incompatible con los pesos del componenite capido v lento

obenidos experimentalmente (Freura 4-3 3),
4.4.1 Falla del Modelo.

Usando ¢l modelo de compuentas independientes con dos  extados por cada

compuerta la corricnte se puede escribir como:

[2Ni (PP = ")+ P, - PP ¢ (4.24)
Asi que ¢l peso con que contribuyve cada una de las compuenas a la corriente esti dado por

A=l P o A =P

Dado gque conocemos 22 v P de la Trgura 4-7 s¢ pucden obtencer fos pesos con gue

contribuve cada una de las compucertas a la cornente de acuerdo a este modelo. I la Figura
4-10A se muestra la contribucion relativa esperada de la compuerta del poro (circulos) y la
compuerta comun (cuadrados) a la corriente de acuerdo a este modelo. Para prapositos de
comparacion. en la Figura 4-10B se muestran nuevamente  los valores  obtenidos
experimentalmente (Figoea 4-33) para la cinética mpida (circulos) v cinctica lenin
(cuadros). Hasta este momente se ha propucsto que a cindtica ripida se debe o fa emdcuica
de 1a compuerta del poro v Fa cindtica lenta a la compuerta coman, Esto significa que en i
Figura 4-10 Ap debe de estar 1gual a Ay v Ag=Ag. Como se puede ver existe un total
desacucrdo entre ambos. La FFigura 4-10A nos dice que a potenciales pequeos ¢l mvor
pose o e comriente deberin de venir de la compuerta del poro, sin cimbarpo.
experimentalmente se oblicne que deberia de ser de la compuerty coman. Esto bajo 1a

iterpretacion de que fa cindtica rapida esta relacionada con la cinética del poro.

4
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10,A ..O.OAP 1.0 B

08+ ° 0.8 * 4
06-‘.00. 051......' uiAS
041® « 04{a 0@ © . ooy
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Figura 410 Modelo vs, Experimento. Tn A\ s muestra la contiibucion a fa corrente de Lo compuerta del
et (AR v o compuena comun (A calculada a partir delb modelo mstrado co o Bigara 429 5 las
probabibidades graficadas en la Figura 4-7 En B se mucstran las contribuciones a la corrente de s ametica
rapida A1y L cinetica denia (A determimadas expenmentalmente. Se observa gue A Ay A 2 A

Iste analisis nos mostro gue el modelo de doble barnl con tres compuertas
independientes v muxdelo de dos estados para cada una de fas compuertas ey incompatible
con los dats experimentales. Fsto es. no se puede asociar fa cinética rpida con Ly cmeénica
de acompuerta del poro v L einética lenta con la cindtica de o compuerta comun en todo

¢} mingo de volajes.

4.5 REMOCION DE LA COMPUERTA RAPIDA (MUTANTE E213A).

Uno de los objetivos de exta tesis es separar la contribucion a la cormente de L
compuertas del canal C1C-20 La Tizara 4-7 muesura que o dependencii de cada compuerta
pucde separarse utihizando fos protocolos apropiados. Sinembargo. para mostrar s
existencia Jde una compuerta es neee-arto. en el mejor de los cason encontrar el o los
clementos estructurales de b proteina que forman fa compuerta Tooel canal ClO-0 Ly
compuerta del poro se climing cambiando ¢l dcido ghitdamico ubicada en b posicion 166
por una alanma (L166A) (Dutsder. 2003). En ¢l CIC-2 o aminoacido equivalente es ol
215 Ln el caso ideal. este canal mutante no deberia tener compuerta del poro v la cinetica
restdual deberia proveniv de [a compuerta comin, Entonces, siel electe de [a muatante
FE2I5A ¢s ¢l de chintinar solo o compuerta del poro, se espera que fa probabilidad de
apertuza obtenida en esta muatmite se semegante a by determinada para Ly compuerta comun

(IFigura 4-7),
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4.5.1 Corriente macroscopica.

[y Ia Figura 4-11B, se grafican las corrientes revistradas usindo el canal mutanie
F213A despues de aplicar escalones de poatencial desde 8O0 hasta -200m\ (Figura 4-11A) A
diferencia del canal silvestre, a potenciales positivos tos canales estuban abicrtos, L
segunda observacion imponante es gue la mayor parde de o cmdética desuparece. 1 n
particular en ¢l rango de -60mV hasta ~83m\’ no observamos ningan curso lemporal gue

nos indicara [ presencia de un compuerte.

. kil 23
] = 0.
A f:; 21 H:H_'——ﬂ\‘"—* B
44 N~ 1

\j T 1

20Q_., 400 600  BOO
{Tlme(ms)

£~

Figura 4-11 Corriente del canal C1C-2 mutante E213A carente de compuerta del poro, B Carnentes de
CLoatraves de fos canales mutantes registradas desde un potencral de »80m\ hasa 200m\ enomerementos
de -20m\

4.5.2 Curval-V y Probabilidad de aperiura aparente.

Enda Figoea 4-12A se gralica fo curva 1vs VoA diterencia de Lo curva |vs Vodel
catal silvestre. el canal mutante 1213 ha perdido cast todo el grado de rectificacion, I la
Fieura 3-12B se mucestra la probabilidad de apertura obtenida para esta mutante cn circulos
Henos voen cireulos vacios Ia probabihdad de apertura esperada para ke compuerti comun
(Figura 4-7). Como se puede ver. [a probahilidad de apertura de est mutiante tiene un
camportamtento muy parecido a L probabilidad de apertura previamente propuesta para b
compucrta coman. L:ste resultado nos muestra gque en el canal mutanie la compuerty del
poro fue removida en su mavor parte. Las ligeras diferencias encontradas en las
probabilidades Figura 4-12B. pucden tener su origen en varios factores. kn primer lugar, L

curva de probabihidad caleulada para la compuerta contdn ex solo aproximada debido o que

46y
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el protocolo que seoutilizo (Figura 4-0A3 tene algunas aproximaciones, Scpundo, L
nmutanie E213A pudo no haber removido la compuceria del poro totalmente. Por ultima. que

Las compuertas no son totalmente independientes,

T
g 05 @ 0 B
= ° °
©  0g I s = a‘m
@ °® ¢ 9 o5
i . ®
X .05 o 0
2 ® o
T c10del . . . oa 00— . .
-200 -100 0 100 200 100 0 100
V_ (mV) V_(mV)

Figura 4-12 Cormente y prohabilidad de aperfura para la mutapnte F2I3-\0 La \se muestra Ly conva A
normalizada para el canal mutante E213AL En B se compara la probabilidad de apertura det canal mtante
F2I3A teireulos Hlenos) con la probabilidad esperada para la compuerta comun (circulos sacios] obtenida e
la Figura 4-7

4.5.3 Curso temporal de la corriente.

o la Figura 4-15C se compara la constante de tiempo lenta (78) obtemda para ol

caml silvestre (ceireulos abiertos) con la encontrada parn ¢l canal mutante t (circulos

ex MUy semejante 1t constante de tiempo lenta del canal silvestre,

300 -
) o %°°
E 1004 '3 ..
’
(@] g o
Q ’ i § %050
=
L
'—
10
200 -100 0 100
V_(mV)

Figura 4-13. Constantes de tiempo de la mutante E213A vs WT. Constante de trempe Tenta del canal W
{circalos abicrtos) comparada con la constante de tiempo del canal mutante EX13A tomculos Henosy S
chaerva gque Tas dos constantes de tiempo solo comnerden para potenciades muy negativos

cerrados). Se ve que para potenciades muy negativos la constante de ticmpo de esta mutiante

¢

-l
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Que las dos constantes de tiempo comcidan para voltajes muy negativos. signtlica gue Lo
cinética fenta observada a estos potenciales corresponde a Ly cindtica de la compuerta
caman, bt hecho de que a voliajes cercanos a cero las constantes de tiempo <can diferentes,
implica que a cstos potenciales la cinélica lenta se origina de Ly compuerta de poro, Bsto se
también se puede apreciar de fu Figura 4-14. Ahi se comparan las corrientes gue pasi a
Irnés del canal mutante E213A (A) con las que pasan a través del canal silvestre (B para
potenciales de -00, -40 v -20m V. 2 ese rango de potenciales ¢l canal mutinie no presenta
ninguna cinctica. mientras que en el canal silvestre se observa el cambia Jde la corriente al
aplicar lox excalones de volaje. Debido a que la mutante carcee due la compuerta del poro,
la cinélica de las commentes generadas por ¢l canal silvestre debe de ser provacada por
mos imientos de b compuerta del poro. Esto estd de acuerdo con la prediceton originadiy de
fa Figura 4-10:, Fnoese caso, 1o compuerta respomable de 1a cinctica pari potenesles

pequenios es la compuerta del poro.

10 04
b A E213A “"
o = 00 .
e e 0%
10 &0y )
L] 10 l
100 200 300 400 ] 100 200 hoLs) 400
Tiempo (ms) Tiempo (ms)

Figuru 4-14 Corriente a través de la mutante E213A vs. Cormente del canal sibvestre (W), Fn o\ s
vrafica L cornente para Ly motante E2E2A parm escalones de potencial de 220,40 4 <60mV 1o Bose gratica la
vormiente para ¢l canal W I para eccalones de potencial de -30.-40 v -S0m\ Como e pucde ohservar para
cscalones de voltgje pequenes <olo se abaerya cinética para el WT

En la Figura 3-53 mostramos que la corriente tiene un curso tempaoral descrito por
una suma de dos exponenciales. Entonees. st la cindtica observadit entre =500 v -30mV ey
debido @ la compuerta del poro. esta compueria debe tener una cmética deserita por nna
suma de dos exponenciales. El hecho de que Ia cinética de la compuerta del poro s

deseriba con la suma de dos exponenciales implica que esta compuerta tiene por Jo mertos

tres estados (ver Le. 2,303,

4%
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4.6 MAS DE DOS ESTADOS PARA LA COMPUERTA DEL PORO.

Tanto las curvas de probabilidad de la Figura 4-7 v ¢l wnalisis de oo mutanie 2137
se ha encontrado que La apertura de la compuerta del poro presenty un componente rapudo s
un componenie lento para voltajes pegueios (0:-V,, --60m\V). L comportamicnto ripido s
fento de fa compuerta del poro también se puede observar cuando el canul se cierra, A
cominuacion s¢ mostrard que la cinética de la compuerta del pora presenta un
comportamicnto rpido v lento para voltajes pequenos dependiendao del protocolo aphicado.
Lo cinctica ripida a voltajes pegueiios se puede obsenvar al aplicar ¢l siguiente protocolo
Stose inicta con el canal en ¢! estado estacionario a <0mV vy posteniormente se aplica un
escalon de potencial a -200mV por Sms. la compuerta gue cambia de probabihdad en este
liempo serd la compuerta del poroc. asi gque al aplicar un escalon de potencial de -40mV
nues amente, s¢ espera ver gue Ja cindtica del cierre s¢ deba solo ol compuerta del poro
En a Figura 3-T8A se muestra este protocolo y en la Frgura 4- 1538 s¢ muestra ¢l registro
abienido. Como se puede ver, [a cormiente disminuye principalmente con una cinética
raprda. bs decir. la compuerta del poro presenta una cinética rapida bajo estas condiciones
Sin embargo. stoen lugar de poner Smis o -200mV se dega por 100ms, fas dos compuertas
seran alteradas. La probabilidad de la compuenta del poro cambiara de 0.2 a 1. nuentras gue
la probabilidad de la compuerta comian de 0.6 a | (ver Figura 4-7h Asi pues, se modifica
mas o compuerta del poro. esto significa que al aplicar el escalon a -40m\V, se espera que
domime la cineética de fa compuerta del poro. kin la Figora 4-15C s¢ muestra el protocolo
apheado v oen tu Figura 4-13D se presenta ¢l registro experimental. A diterencia del caso
anlerior, en este registro solo se observa una cinética lema, ex dectr. que L compueria del
poro se comporta con una cinctica lenta a -40mV. Por lo anto la compuenta del poro se
pucde cerrar de una manera rapida (Figura 4-1313) o de una manera lenia (Fieara 4-150))
dependiendo del tiempo gue permanceee abiena dicha compuert. Ion [ Sipuiente seecion se
encontrard un modelo para la compuenta del poro y se explicard en base nese modelo este

comportaniento.

La probabilidad de la compuerta comun cast no cambie debido s su cinetica tenta
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B 4/ D
607 800 1000 600 800 1009
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Figura 4-1S Fvidencia del compornamiento rapido v lento de 1a compuerta del pora, Uu Les Hpuras 1y 1
se muestra Ta comrente obtenida al aphear los protocolos mostrados en A s O respectisamente Por clandad
sole se grafica la corpiente ohtenida en el ulume escaldn de voltaje t40mh 1 Tn B ose ve como ol canal
clernt con una anctica rapida, este crerre se debe pincipaimente a fa compuerta del poro Tn D se ve que <l
canal se crerr con una cinetica lente, b contribucidn mas importantc en oste caso Lunben corresponde o by
compuerta del paro. Eato muestra gue Ly compuerta del poro se crerra rapide enoan caso s lentooen el otre

4.7 MODELO PARA LA COMPUERTA DEL PORO.

Los datos antes referidos muestean que la compuerta del poro tene un compurenmiento
cinctico deserito por mis de ungy exponencial, es decir, un modelo que deseriba esta
compucrta debe de tener mas de dos estados. Fste modelo debena de ser capaz de cumplie
con lax stguientes caracteristicas:

o Abrirse a potenciales pequeiios con una cinética rpida v lenta,

e Abnrse a potenciales mus negativos con una cinética mpda.

e Ccerrarse o potenciales pequeiios (OmV=V o --S0m\) con una cinclica capida

cuando s parte de an tiempo pequeio en e estado abierto Figura 4- 1518,

o (emarse con una cindtica lema a potenciales pequenos cindo ¢ parte de un

ticmpo grande en esiado abicerto Figura 4-15D.

Un madelo gue podrix satisficer ostas caracteristicas es un moedelo de tres estados,
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4.7.1 Modelo de tres estados.

I'n modelo de tres estados que podria reproducir fos resultados experimentales es

uno con un estado cerrado C v dos estados abiertos Ay v A,
) e ey
Esquema 3 C. -‘,|, -'43_

ara un maodelo de tres estados al aplicar escalones de potencial. 1a probabilidad de
cada uno de los esiados esta deserito por una suma de dos exponenciales segun la be, 2.30.
I probabilidad de apertura para este modelo (Pq) es la suma de fa probabilidad de los
estados Ay v Aa Tanto la probabilidad de apertura P, v las dos constanies de tiempo 1, 3

1o de este modelo. se pueden encontrar resolviendo la e, 2.27:

-

P =aiut BABS A ala, + ) (-

T, =24a va.+ L+ + -J(a, vt f3 +[f:)‘ A (s [30))) (+.20)

f.oo =20+ 3+ [ --J(tx, v, + e ) — WAL -t o)) (427)

Part obtener las constantes cindticas de este modelo. se puede comparar 1y probabilidad de
apertura del modelo con la curva experimental obtenida para fa compuerta ded poro (Figura
4-7). Ademis la constante de tiempo 1y, debe de oser la constmnte de tiempo rapida
obsernvada experimentalmeme para ¢f WIL Por otro lado. a potenciales pequenos la
constante de tiempo 1z debe de ser la constante de tiempo feata observadi en el W s

decir. para encontrar las constantes de tiempo se debe de minimizar la stguiente eapresion;

. Ty (4.28)

7

po Ty oy ."Z'Wr” EER N
— O.-' Ll

—_— a s -
Donde se¢ ha dividido sobre ¢l error estandar o de cada paramietro para tomar en cuenta los
res parametros cquitativamente. Bn la Tabla 1ose mwuestean Tas constantes de eimética

abtenidas de 1a mimmizacion.
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S M -L'\P-':‘T’T‘.T‘H ")
& t T s
o 4.1 -(1.57 —
T 0.18
(L G -£).2
T L

Labla 1 Constantes cinéticas calculadas para ¢l modelo de la compuerta del poro. | stas e obtuvicron e
La manmizacion dJe la Fe. 4.28.

P b Figura 3-16A se compara la probabilidad de fa compuerta del poro obtennda
experimentalimente (simbolos) v la gue se obtiene del modelo de tres estados usando [as
constantes cinéticas mostradas en fa Tabla | (Jineay. B la Figura 42168 se comparan los
datos experimentales para la constante de tiempo lenta (cuadros) v la constante de tiempo
rapida terreulosy, con Tas constantes de tiempo obtenidas del modelo dhineasy usando Lis
conslintes cimeticas mostrdas en e labla |0 Coamo se puede ver deoesas igaras, Tos
parimetros obtenidos o partir de Ty minimizacion, reproducen bastante bien los datos

experimeniales,

a 100
_8 i
e w ] T
—_— 054 E S
0 ~— 10-!
@© T
Q f
o)
—_
Q@ ool _ -

200 150 -100 -50 O 50 100 200 100 0 100

V_(mV) V_(mV)

Figura 4-16 Probabilidad v constaniex de tiempo para el experimentn v el maodeln, Vo N e pralica L
probabilidad de apertura de la compuerta del poro (simbolos) obtenida expenmicrtalmente § la oblenida con ¢
medelo de tres estados (hinea). Lo B Las constantes de tiempo rdpida v Tenta experimentales (sumbolos) s fas
vbtenidas con el modele para la compuerta del pora.
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4.7.2 Modelo vs. Experimento.

Para obtener las constantes cinéticas de este madelo, solo se e han impuesto
condiciones o las constames de tempa v probabilidad de apertura que debern de sepuir L
compuerta del poro. Sin embarco. no se ha impueste ninguna de fas caracteristicas que se
deseun. e deeir, no se ha dicho que o potencistes muy negativos la cinetica que debernde
dominar ex lu rapida, ni que a potenciales pequenos se deba de cerrar rapido o lento
dependiendo del tiempo que pase en el estado abierto (Freara 4-158 v D) Para ver s ¢ste
modeto es capas de reproducir algunas obseroaciones experimentales. se aplica ¢l protocolo
mostrado en la Figura 4-17A v C. En By D se muestr fa simulacion usando este maodelo,
como se puede observar el conmportamiento gue se obticne e ¢l esperado, se puede ver un
cierre rapido cuando el tiempo de apertura es corto v ose obsernva un cierre lenta para
tempos largos en ¢l estilo abieno. Bste comportamiiento ¢s el gue se obsenvo

eaperinientithmente en o Figura 4-135,

LA We

e
>
.§ 100 100
>
2{}: T T T zno T e T T
S 600 700 500 600 700
e
-
c 4-
N

|
o
O

Ad
.;{.'-3 F!a:.-.“- '.Sc-o A0 a00 100K
Time (ms)

Figurs 417 Simulacién de la corviente para el modelo de Ia compuerta del poro. P Les fipuras 15y 1w
muestra la cormiente obtenida al aplicar los protocolos mostrados en Ay C respectivamente Por clandad solo
w prafica [a corriente ebtenida en ¢l alumo escalon de voltajge Fn B la compuena se cierra rapedo, noentras
gque en 13 (a3 compuerta se cierra lento Pste comportamiente es similar al observade experimentalinente
iFura --1 %)
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De tos vatores de la tabla Tabla ELose encuentra que fa comstantes de tiempo | o[3) ey
mucho menor que Tas73:). De esto se deduce gue [a cinética rapida de este modelo se
origima de las transiciones entre los estados C v Ao mientras que [ cinética fenta se ongina
de as transiciones entre los estados A v Ay esto se muestra en ¢l siguiente esquenit.
_ Ramda | enta

Esquema 4 C o AI = A:

L comportamiento mostrado en la Figura 4-17, se puede entender mejor al ohservar las
probabilidades de los tres estados en funcion del tempo (Figura 4-18B). cuando se aplica ¢l
protocoto que se muestra en fa Figura 4-18A0 En este protocolo <e parte deb estado
cstactonaria a -40mV v despuds se aplican -=200mV por 100ms (este protocolo corresponde

ala primera parte det mostrado en al Figura 4-17C),

v A

-200mv

3

n
“e )

10+ A

Probabihdad

850 600
Tiempo (ms)

r
500

Figura 4-18 Probabilidades de neupacion de los estados de la compuerta del poro. b o oo 4 s
mestra ef protocolo usado para ver la evolucton temporal de Yas probabilidades de cada une de Tos estados
del modelo de la compuerta del pore. 'n B se grafica la probabilidad para los tres estados €0 A0y A Se ve
que a tiempos pequetos (=3ms) ol estado con mavar probabilidad es el estade AL Para nempos grandes of
estada con masor probabilidad es el estado AL

Enla Bigura 4- 188 se ohserva que al iniciar el escalon de volimje el estada O es el gue tene
nmay or peso, mentras gue ¢l estado Ay aumenta rapidamente su probabitidad hasta alcanzar

su valor maximo sobre Jos Sms. Después de este tiempo su probabihidad cae rapidamente

hasta Hegar a ser casi cero. Al linal del protocolo, ¢l estado que tiene mayar probabilidad s
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¢l estado As. De esta mancra. si al terminar esie esealon se aplica otro o --Him\ (Protocolo
maostrado en fa Figura 3-17C). Ta compueria del poro se cerrara partiendo del estade Ax To
este vana, se espera que ol cierre deb canal sea lemo. debido a que s transiciones del estado
Az al estido Ay ocarren lemamente (ver bsquema 4) Sinembargo, sioen lugar de esperar
los 100ms se prepolariza a los 3ms, se pasard del estado Ay al estado C.oen este caso, se
espera que este cierre sea rapido. debido aque estas transiciones ocurren rapidamente (ver

Tsquenid 4y

4.8 MODELO DE DOS ESTADOS PARA LA COMPUERTA COMUN.

Para modelar la compucrta coman se usaron los registros obtentdos para la mutante
FF213A, Para esta compuerta se utihizo un modelo de dos estados, debido o que ¢l curso
temporal de ki comienie en esta mutante se puede desertbir de una manera razonable con

una sola exponencial,
- : C. 4
F.squema 3 " ‘

Fa probabilidad de spertura en el estado estacionario para este modelo ¢

/.
a
At
Mientras que la constante de tiempo:
!
.rl'l = - .
A p

[Las constantes cindélicas para este madelo se obtienen de la minimizacion:

% o o ar
Donde Propzay 5oy s la probabitidad v la constante de tiempo obtenidas de fa mutante
F2ISA mostradas en la Frgura 4-12B8 ven la Figura 4413 respectivamente,
En la Tabla 2 s¢ muestran as constanies cinéticas obtenidas de la miniizacion, |4
constante cinética 2. se supone como una suma de dos expanenciales. debido a que con la

torma clisica de una sola exponencial ne se obtuvo un buen ajusice,

H
5



Capitulo 4. RESUT TADOS.

P “-'-':'\ll’:\‘r RT(\‘L‘"-“ _
£ & ‘ ,
B 7| 030 | 8% J 014 |
I 4.9 0.18 l - jl
Fabla 2 Constantes cinélicas calculadas para el modelo de la mnifu;rm comun. | stas se ot eron o Ly

mimimizacion de la 1 ¢ 4.29.

Fn L Figura 4- 19, se muestra probabilidad de aperiura y Ta constante de tiempo usadi para
abtener lax constantes cindticas, fox vatores obtenidos para la probahildad v Ja constante de

tempo cncontmda se muesiran en lincas continuas.

Probabilidad
ms

CO r T L A ] 'G T T 1
200 -100 o 169 200 100 5 100
V_(mV) V_(mV)
m m

Figura 4-19 Probabilidad de apertura v constante de tiempo para el experimentn v ¢l mndeln de Ia
compuerta lenta, Fn A\ se pralica la probabilidad de apertura de [ matante E2 150 fambelost v Lt iada on
el modelo para la compierta comun ilinea) Constantes de tempo de Ta mutante F21T3A (simbaolosg v Ly osada
e ebmedelo para fa compuenta comun

o Ta Figura 4220 xe comparan las corrientes obtenida con L mutanie F21TA v fis
predichas por el modelo. e Frgura 4-20A se muestra la corrrente que pasa por L mutante
F213A usando el protocolo mostrado en fa Figura 4-18 A En fa Figura 4208 se muestra Ty
simulacion de la corricnte oblenida usando ¢l modelo de dos estados, b constantes
cindlicas usadas para fa simulacion son las mostradas en la Tabla 2. Como s¢ puede

apreciar, las corricnies de la mutante v del modelo tienen ¢! mismo comportamiento Por o

gque se puede usar este madelo para simular ¢l comportamiento de la compuerta comun

S6



Capitulo 4. RESULTADOS,

21 -
I
- 0+ O -
< =
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Figura 4-20 E213A vs. Modelo. [n A se muestra la corriente que pasa a traves de o mutante 82130 Tn Bl
simulacion de la cormnente wenerada para ¢l madelo de dos estados. En la simulacion se usaron Lis constantes
de empo mostradas en la Tabla 2.

4.9 MODELO PARAELCLC-2.

Anteriormente se deseribia que la corriente a traves del canal CIC-2 es proporcional
al producto Py, Tambien mosirmmos que un modelo de tres estados deseribe ke emcticn
de Ja compuenta del poro (Pey v un modelo de dos estados 1o compuerta comun (P ). Con
estos modelos es posible construir ¢l modele para ¢l canal CIC-2 formudo por Jas tres
compuertas. 'ste modelo se muestra en la Figura 4-210 Los mimeros dentro de cada poro
representan el estado en el cual fa compuenta de poro s¢ encuenira, el 0 signilica ¢l estado €
el I el estado Ay y el 2 el estado As. Los corchetes significan que Ta transicion de un lado
hacia el otro puede veurrir séle con los estados equivalentes del oteo lado.

Fste modelo tiene siete estislos cerrados (C 1 ab C7) v einco estados abiertos (O al
O3y 1 ox estados eerrados gue se encuentran en la parte rquicrda del esquema. representan
los extados en los que Ta compuerta coman estd cerrada. [ estado C70en la parte derecha,
vorresponde 3 las dos compuertas del poro cerradas. fLa corriente proviene de Iy

contribucion de los cincu estados abiertos. Iista corriente se puede escribir cimo.

[ =Ni,.(P,,+ P, +2P,, +2P,, +2P ) (4 3

¢ 24
Daonde fa /7 representa fa probabilidad para cada uno de los estados abicnos 110 s
debe o gue este canal tiene dos pores. Las probabilidades de cada estado se encuentran
a3y

resolviendo fis 12 ceuaciones diferenciales representadas por la e 2270 Habiendo

obtenade estos vidores podemos caleular la corriente para este modelo.
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Fipura 4-21 Modelo de doble barril con tres eompuertas, Fate modelo connta de 10 estandos de Tos coales
siete son estados cerrados (C) v cinco son estados abiertos 10 T namero colocnlo en cada pori
corresponden al estado en el gque se encuentra la compuerta del poros FL 001y 2 corresponden al estado €0 A
v respeclivaniente

bl Figura 4-22B e muestra la corriente obtenida experimentalmente para ¢l canal
CIC-2 WL a corriente equivalente obtenida a partir Je o simulacion se mucestra en Frgura
4-22C0 Bl protocolo utitizado parn generar ambas tamilias de corriente se encuentra
tustrado en Frgura 4-22A0 Como se puede ver el modelo reproduce ¢l comportamiento

observado experimentaimente.

(5]

F

N
5S¢ E 2
cC . - B 4 -
& N C
,:5
F] g
_l' s T L] | T T 1
4 400 &0 1200 0 40) B00 1200

Tiempo (ms)

Figura 3-22 Vodelo vs. Experimento para el CHC-2 WL, il eura A ose muesiea el protocolo asado par
oblener la comente experimental y del modelo. En B se muestra [a cornente a traves del vanal CHC-2 W In
C e muestra la simulacion de fa corniente usando el modelo mostrado en L Frgura =21 o Vs € e aprecia
que eh modelo genera cormentes muy similares alas ohtenidas expermmentalmente

o
=
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Adicionalmente. et modelo repraduce fa probabitidad aparente de apertura del canal
ClC-20 I la Figara 42230 se grafica o probabilidad de apertura aparente obtemida
cxperimentihimente tsimbolos Henosi v la gque se ohtiene vsando ¢l modelo (himea continman
L& corriente cenerada por ¢l madelo es ¢l resultado de Ta suma de cineo exponenciales (el
producto de la cindtica del poro v la cmndética de e compuerta comun). Sin embargo. ~olo
Jdos exponenciales contribuyen de una forma impornante @ fa corriente. Lo la Figura 4223083
se gralican fas dos constantes de tieipe djustadas o los datos experimentales (Puntos) s las
obtenudas del modelo (hineas continuas ). Ll Figurn 4-230 se pratican los pesas de Tos dos
exponenciates en funcion del potencial para los datos experimentales (simbolos Henosy
las del modelo (Iincas continuasy. Coma pademos observar ¢l modelo reproduce bastante
bien lu dependencia con el voltaje de fos paramctros que caracterizan ¢l comportamiento
del CIC-20 por lo que podemos suponer que este modelo es una representacion apropiada

Jdel canal,

| poms damm: T T T L 1
200 -150 -100 50 0 50 100
(mV)

B C
(/)] T A‘;
£ 10 : s 04 A\
Tf 02 {
1 0o
r T ) T Y T T |
.200 Q 100 200 150 100 50 7]

V_(mVv)

V_(mV)

Figura 4-23 Maodclo vs. Experimento par el CIC-2. L A se compara La probabihdad de apenurg aparente
obtenida expenimentalmente para el canal C1C-2 (simbolos) v [a generada por el modelo tlimear Tn Bse
conmparan fas dos constantes de tiempo ebtemidas experimentalmente (sumbolosy v Las gencrisdas o partir dol
nrsdelo thineay Lo C se gratican los pesos de la cinetica rapida v [enta obtenidas experimentalmente
tambolost v psando el modelo (hiney)
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410 PROPIEDADES DEL CANAL MUTANTE C258S.

o la seccion antertor mostramos gque muatando ¢l residuo E213 ¢ climing [
compuerta del poro. Lin esta seceion intentaremos encontrar los elementos estructurales que
dan origen a la compuerta coman, En el canal C1C-0 se ha encontrade gue ka mutacion
C2128 elimina fas transiciones asociadas con la apertura y cictie de o compuerta lenta
(Lin. 1999: Accardi. 20011, debido g esto. esta mutante se dice que es equivalente
climinar la compuerta coman. Tanto en el canal CIC-1 coma en el comal CHC-2 exasie un
anunoitcido cquivalente al C212 del canal CIC-00 En el canal CIC-2 ¢l aminoacido
cquivalente s el €258, Sila mutacion 2128 en ¢l canal CIC-0 es cquivatente o elimiar fo
compuerta fenta. s¢ ha pensado que fas mutaciones equivatentes en los camdes CIC-1 s
CIC-2 podrian tener ¢l mismo electo. Bl resuliado de esta mnacton en ¢l canal CIC-(
(C2778) ex ¢l de ehmimar gran parle de a cinética lenta { Accardi. 20011 Debido a esto. en
¢l canal CIC-T se piensa gque esto mutacion ambién esti relacionada con fa compuena
comun. Sin embargo, en ¢l canal CIC-0 1a probabilidad de apenura de L compuerta comin
crece a voltajes negativos (Figura 1-4C). mientras que ¢n el CIC-1 data erece para voltajes
positivos (Figura 1-3C). Es decir, la probabilidad de apertura para osta compuerta en ¢l
canal CIC-T tiene un comportamiento completamente opuesto al del canal CHC-0. Debido
¢sto, ¢s razonable pensar que estas compuenas deben de estar conformadas de manera
diterente, Lo el canal CHC-2 de cobavo iambién se ha estudiado estivmutacion, en ¢ste canal
se ha encontrado gue esa muacion no elimina la cindtica lenta (Zuiiga, 20040, Contrario de
lo csperadao. ¢l efeeto de esta mutacion s de amplificar la cincuca leot En lo gque sipue se
mostrara que esto es posible silo si esta mutante altera ¢l comportamiento de la compuerta

del poro.
4.10.1 Corriente macroscopica.

'n la Figura 4-248 s¢ muestra la corriente obtenida usando la mutiante C 2588 al
aplicar ¢l protocolo que s¢ muestra en la Figura 4-24A. Comparando el curso temporal de o

corricnte gue pasa o traves del canal mutante C258S con la det canal silvestre (Figura

4-213). <e encuentra gue [a cinética de apentura es pricticamente la ousia. Lo prineipal

diferencia se obticne al aplicar el escalén a 60mV. En el caso del canal silvestre la corriente

Q)
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disminuve rapidamente hasta alcanzar un valor muy cercano o cero o ~ 100ms despucs de
iniciar ¢l escalon. Sin embargo, la cormiente o traves de la mutante C268S alcanza su valor

estacionirio en ~ s después de aplicar ¢f exscaddn w 6mV . Ex decie la cindtica de ¢ierre e

vuelve mucho mas fenta en el canal matante.

30 mV 80mv 80mV o 2
A z
€ 2

> B
-6

T — - ]

0 4é0 8(I}0 1200 1600
Tiempo (ms)

s a0
A0my

Figura 4-24 Corriente macroseopieit a tranés de la mutante C2885, o A e muestiny ¢ protocolo wsado

puara eblener los registros de corriente graticads en B

4.10.2 Curva |-V y Probabilidad de apertura aparente.

Fn o Figura 422580 se muestra [a probabilidad de apertura aparente de esta mutante
obtenida al inicio del escalon de 6UmMV como se deseribio en i Figura 4-38. Comparando
con Ja probabilidad aparente obtenida para el canal silvestre thigura 4-3B8 ) se encuentra
gue en Osta mtante 1o curva de probabilidad presema un corrimienta hacra volages
positivas, Bsto se aprecia mejor mediante el ajuste de la oo 300 a0 Lo probabihidad de
apertura, o partie de este ajuste se o determina ¢} voltage para el cual la probabilidad de
apertura aparente Py—=0.5 Para ¢l canal silvestee Ta mitad de los canales s¢ encuentran

abrertos a -9Hu V., mientras gue en fa mutante C238S esta fraccion se alcanzi g -3 3my

trl
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Figura 4-28 Dependencia con el volfaje de Ia mutante C2888, Fn A se muestra Ly cuna [vs v Ta
carriente ohtenidi al final de los escalones de potencial mostrados en Figura 4-24 tue nonmalizada utihzando
L corniente vegistrada o -200mV, 1o B se entica fa probabilidad de apertura aparente Gsunbaolos s el aquste
usando la Lo, 31 dmea contnugr donde Vo0 -53:2m\, 7 0701 0P, ]

4.10.3 Curso temporal de la corriente.

Al Teual que para ¢l canal W, los registros de corriente para [y mutante C2588
lucron ajustados con wm funcion bi-exponencial para obtener Las constanies de ticmpo s T
cantribucion relaima de cada componente. i da Figura 4-26A se gratican las constantes de
tempo obtenidas al ajustar una suma de dos exponenciales mas un wrmino constante a la
carricnte e, 4.2) La consiante de tiempo pequena 1y representa el curso temporal rapido
ubservado al imiciar el esealén de potencial v 1a constante de ticmpo masor 1., corresponde
al curso temporal lentos Al oual que en el canal WLt es alrededor de diez veces mavor
gue T para todos fos potenciales en el canal mutante. Sinembareo. a diterencr de o que se
ceocontrd en ¢l canal W I (l-igura J-3A) en esta mutanie Jas constantes de tempo no
disminuyven parmm potenciales positivos. Debido o esta diferencia en Tay constantes de
ticmpo. ¢l curso temporal de [a corriente de cola (Figura 4-248) se vuelve mucho ns lenta
que [ del canal silvestre, T ke Figura 4220680 seowratican Tos pesos de Ta cmetica rapida
CAG L Tenta (AQ v el ermine constate (C) obtenidos a partie de Lo e 450 Fitodo ef raneo
de voltjes graticados se encuentra que la cinética leata os ta dominante. es decir. Ly mas o

parte de la corriente gue se observa para cualguier voltaje tiene un curso tamporal lento
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Figura 4-206 Constantes de tiempa. Das corrientes macroscopicas que se muestran en b brporg 8200 toeron
austadas con una suma de dos exponenciales y un termine constante el apuste wo determunanon Lo
constantes de tiempo rapida (1) v lenta (1), Tambien de este tipo de apustes se determmaron s pesos
respechivos del componente rapido. leato ¢ instantaneo, mismaos que se encaentran eraficados en B come 4,
Aoy U respectinamente.

4.10.4 Probabilldad de la compuerta del poro y comun.

1.os datos deseritos anterformente muestran gue on la mutante C2 188 se mannene ol
componente rapido voel componente lento en da apenuara del canall o que sugiere gue
minguna de fas compuertas tue climinada. Para cevaluar los posibles cambios en las
compuertay estudiamos fa dependencia con el voltaje de cada compuerta. De i misna
manera que obtuvimos las prohabilidades de apertura de la compuerta del poro v ha
compuerta comun para el canal silvestre (Figura 4-7). ¢s posible obtener Tas probabihdades
para Ly mutante C23880 ¢stas probabtlidades se muestran en la Figura 4-27 0 Al pual que ol
canal sihvestre. el canal mutante se cierra a vollajes postovos debido a que T compuerta del
POro se crerra @ exos voltagjes. micntras que 1o probabilidad de apertura de Ta compuerta
comti s diferente de cero en odo ¢l ringo de potenciales.

Como ya se ha senalado. o probabihidad de apertura aparente de Ty mutante C 2588
presenta un corrimrenta hacia voltajes positives respecto a la probabilidad del canal
stheestre. Scean la Figura 4-27. ¢l corrimiento de da probabilidad e apertur aparenie se
debe principalmente al corrimiento en la probabilidad de apertura de Ta compuerta del poro

(Vs =03mV para Ppdel WU nieniras que Vi =24 paci Pe del C2388)0 Bs decir que
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mutacian C238S altera principalmente a la compuenta def poro vy en menor medida o la
compuerta comon. Fste resultado es contrario a lo obsenado e el canal CIC-0, en donde ¢f

clecto ey sabre fa compuena conun v no sobre la compuenta del poro (L, 194949

1.0 iy
- 08
.
= 06, PC
3 04!
o
Q g2l
00! PP
-200 -100 0 100

V_(mV)

Figurm 4-27 Dependencia can el potencial de Ias compuertas de la mutante € 288N, Probabilidad e
apentura de La compuerta del poro (aireulos) v compuerta comum (cuadros) en funcion del potencial electnes

Fas hineas continugs son los aiustes usando la Beo 310 Para Ty compuerta del pore se encontro v 200 ]
s =17 P 0y, 1L mientras que la compuerta comun tiene Vo =HH) & 3072 03 P 086 < 001
Poasr |

411 DOBLE MUTACION E213A/C258S.

Sl mutante C238S aliera principalmente a la compuerta del poro, os de esperar
gue en un canal mutanie donde no esté presente la compuerta del poro ¢F 2154 esa
mutacion no produzca grandes modificaciones ¢n su comportamicnto. Para probar esla
hipotesis seestudio Lo doble murante E212A C238S, ol Figura 4-280 <o gratican L
corrientes registrados asando el canal mutante B2 1T3AC 238N despuds de aphear escalones
duv potencial desde 80 hasta -200mV. Comeo se puede ver Jas cormentes a trav s de L doble
mutante son muy parecidas @ las corrientes obtenidas de da mwonte F2T3A (Frgura 4-1 TH)
Lo o Fieara 4-29B se compara fa probabilidad obtenida para la doble mutante (circulos
llenosy con a probabilidad correspondiente @ fa mutante T21T3A (circules abiertos), Como

se puede ohservar, la probabilidad de apertura de estas mutantes es practicamente paal b

-4
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decir la mutacion C238S no tiene ningin efecto adicional sobre ¢ canal sin compuerta del
poro (E213A) v solo es relevante cuando ésta compuerta se encuenira presente (canal
sihvestre). Par lo que fa muacton C258S debe de moditicar ¢l comportamiento de o
compuerta del poro. Iste resultado ex compatible con T iterpretacion y las curvas de
probahilidad obtenmidas pary To mutante C238S (Figura 4-27)0 donde se encontro que esty

mutacion maodilica pnncipabmente Py,

T °17E
A = gl Sem—— B

?(lK} l'i('}f] l“(l‘.f‘\ AN
Tiempo (ms)

£ -

Figura 4-28 Corriente det canat muotante E213A/0C2888 B Cormentes de €1 a mraves de Tos canales
motantes registriadas desde un potencid de =80 mV hasta - 200 m\ en mcrementos de -20anh

Relativa
[
(o]
®
.-

b

[ ]

®

05
a >
05 . a" A n
104 . . ood, : ; ;
200 100 0 100 .200 100 0 100
V,_(mVj V,“ (mV)

Figara 4-29 Corricate v probabilidad. Fn A s¢ muestra i curva 15V normalizada para ol canal matann
213N C2385 1o B ose compara Ly probabilidad de apertura del canal - mutante 12130 C 2588 carvulon
Henosy con la probabilidad de Ly mucinte F213\ (circulos vacios)

412 MODELO PARA EL CANAL MUTANTE C258S.

Como la mutacion C238S modifica principalmente la compucerta del poro. debe de ser

pasible reproducir su comportamiento modificando solo las constantes cimeticas del modelo

™
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de Ta compuerta del poro. La mavor diferencia entre fas corrientes del canal silvestre v o
Jel canal mutante C2388 es en ta eorriente de cola a ~60mV (Figura 4-2 8 Figura 4-24) es
decir. en la cinctica de cierre del canal. En el modelo de Ta compuerta del poro oF squema
3. las consuantes cinéticas gue tiepen la neyor repercusion sobre ¢l cierre del canal son i
v e Debido aesto. las constanies cinéticas que deberian de sulrir el mayor cambio con la
mutacion debertan de ser 301 0 32 De hecho. es posible reproducir L cornente que pasi
traves de fa mutante C238S, i en el modelo del canal stlvestre se maodifica L constanie
cinctica (3= de HLos T a Is (Tabla 1y b ke Digura 42308 se muestra b simuolacion de T
corriente obtenida usando esta alteracion en [y se compara con las cormientes

experimentales mostradas en fa Figura 4-30A,

< )
-
S
- 34 3 -
Q
A s
r T T T 1 F T T T T . 1
0 400 800 1200 1600 0 400 8OO 1200 1600

Tiempo (ms)

Figura 4-3¢ Modelo contra experimento. La A\ se mucstra Lo cornente guie pasa . teas oo Jdel canal mutan

€ 2588 En Bose muestra fa simualacion de la corrente usando ¢l modele det canal sibvestre oF spuea 52 T con

Poobs e dugar de Inas iver Tabla b Se obsenva que ef modelo peneea cormentes mns sinmlares g s

vhicnidas expenimentalmente

4.13 EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CLORURO SOBRE EL CLC-2.

Lo apertura del canal ClIC-2 depende del voltage, de la concentracion de clorure
mtracelufur (JCEHE v el pli ¢Arreola 20020 Haug, 20037 Niemeyer, 20030 T electo de
disminuir la concentracion de cloruro intmicelular produce un cormimiento hacia voltages
necatinvos en b probabthdad de apertura aparente (Haug. 20030 Tn la Pigura 431 s
eralica fu probabilidad de apertura para varias concentraciones de cloruro mtracelular gue

van desde 4mM bhasta [24mN ] obtenidas por Haug, Como se puede observar, o

iy
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disminucton de la concentracion de cloruro intracelubar provoca un corrumiento de fa cunva
de probahilidad de apertura hacia vohiajes negativos. Flcorrimiento de i probabilidad es ¢l
misimo que ¢l obtemdo para ¢l potencial de inversion indicado con lineas punteadas para
cada una de das concentraciones de cloruro. bin esta figurn se pucde apreciar que Ly
probabilidad de apertura en todos fos casos es muy cerecana @ cero para el patencial de
imversion, Esto signitica. que el canal solo permite ¢l paso de iones cuando ¢f voltaje es
menor que ¢l potencial de inversion (ver e .31 un volaje menor que ol potencial de
inversion trac como consecuencia una salida C ode fa celudas Paor to oty en estado
estacionario ¢l mico efecto que tene el canal CIC-2 ¢es ¢l de sacar C1 de Ly celula, Sioel
potencial de membrana en repose es cereano 2 -8O0mV este canal saeary jones hasta que ol
potencial de inversion de clorure sea cercano a -80mV. ¢sto ocurnird scetn la Frgura 4-31
cuindo Ia concentracion de cloruro imracelular sea cercana i dmML Es dear este canal
ticne la capacidad de mantener una concentracion de iones clorure intreelular baya, [+
mantener un gradiente en [a concentracidn de iones en lax neuronax es custamente L
contribucion de este canal. Aleraciones en la capacidad de este canal paca mantener un
vradiente de concentracion puede acarrcar enfermedades dales como epilepsia ¢Haoy,

2003).

~. N v
(& O v
i S
* v \_’: .\! ¢\
- & & & .
[ & < LS.
1 bS . \. o
| |
| 1.0
I
|
1

relalive Popen

—-250 —-150 —=50 50
voltage (mV)

kigura 4-31 Dependencia de canal CIC-2 con la concentracion de cloruro (Haug. 2003y b praticas
muestra ia probabilidad de apertura para varias concentraciones de cloruro intracelular que van desde dmdd o
I 24mM La concertacion de clorure extracelubar en todos los casos Tue de [2-0mM Como se puede observar
Ly disminucion de la concentravion de clorure intracelular provoca an cornmmento de L curva de probabilidad
de apertura hacia voltajes mepatives (D commiento ¢s ¢l niismo que se obtiene para ¢l potencial de mversvion
uidicado con Kneas punteadas para vada i de as concentraciones de clorura

67
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Como va se menciono. ¢l electo de disminuir la concentracion de cloruro
mtracelular en el canal C1C-2 produce un corrimiento hacia voltajes negativos en
probabilidad de apertura aparente. Par estudiar que compucria s la responsable de esie
corrimicntoy s¢ hicieron experimentos part varas coneentraciones de cloruro mtracelular
[CT], 10mML JCT 80mME v JCE], J0mNL mitentras que en odos los casos a
concentracion de cloruro extracelular se mantuvo constante [CH[, 140mM - Fo la Figura
4-32 s¢ muestra las corrientes obtenidas para |CF), 8mM v [CE 40mM. ¢l protocolo
usado para obtener estas corrientes ¢s el mostrado en la - Frgura 422\, Como se puede

apreciar, no seopreseita una alieracion importante en ks cindtica Jde apertura v aerre del

canal,
1] .
—~~ 0—‘
g \R OW : ;
= 1 k A el kk____ B
. 2 -
2.
.3-1 T r T T T T T T T 1
0 | 200 400 600 800 O 200 400 800  BOD
Tiempo (ms) Tiempo (ms)

Figura 4-32 Cornente macroscapica a traveés de los canales W CIC-20 En o\ se ommestoa L cotnents
cuando Lo concentracion de cloruro intracelular es 80mM, mientras que en B es A0mNE T protocolo usado
para obtener estis cormente es el gue se muestra en la Figura 4220

4.13.1 Potencial de invession.

In o Mgues 4233 seografica fa cortiente instantanes o funcion del voltaje para
concertaciones de cloruro intmeelular de [CL-80mNE s [CT ] S0mML Fstas cormientes se
abtuvicron de B misma torma gue la mosteada en la Figura 4-4 para [C1] [40mM Como
se puede apreciar deesta figura, para los dos casos la corriente se¢ puede ajustar

adecuadamente con una linea recta.
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Figura 4-33 Corriente instantanes. Fn A v B ose muesira T corriente smstamanca obtemda o diferentes
voltares despucs de abrr el canal a -10hn\ como se mucstra on la freura Figura 42400 T corriente en A
corresponde o [CH] 86 Ny Ta conrtente en B a [CEF]L 40m\Y

De L Figura 4-33 se puede apreciar que el poteneial par el cual la corrente es gl
a cero (potencial de mversion Vi) se obtiene a valores diferentes de OmV v este valor se
corre hacia vollajes mas negativos a medida gue fay concentracion intracelular dismunuye
Cuando existe un gradiente en la concentracion de 1ones, la cormente se pucde escribir de L
SIZUINLC Mmaneras

= N=g(Yy*pu .n=g -1 ) (4.31)

Donde en el término V. se toma en cuenta el gradiente quimico. P potencial de inversion
se puede caleular mediante la ceuacion de Nernst:
ﬂ:]n(_.[(l I ) (4.32)
o N (A
Donde 77 ex la constante de los wases, 7' la temperatura absoluta sy = e la carpa del won en
onidades de o wearga det electron). bn la Figura 4-34 se compara . porencial de inversion
obtenido experimentalmente (cuadros) con el calculado inediante fa ccuncion de Nernst
(linea continua). Coma se puede ver los valores experimentales estan en acterdo con los
valores esperados worteamente, La e, 4.320 supone que el finico jon que pasa a traves del
canal CIC-2 es of cloruro. debido o que los valores experimentales para ¢ potencial de
imersion estan ¢n completo acuerdo con esta ecnacion, la Figura 4-34 confirma gue L

corriente gue se osta reeistrando os una corriente de €1,

(Y
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Figura 4-34 Poteacial de inversion eomo funcidn de la concertncitn de cloruro intracelular, fu cuadros
se muestra el valor obtenide experimentalniente. mientras gue fa linca continua os el valor calcatado mediante
la ecuacion de Nemsi.

4.13.2 Dependencia de la P, en funcién de [CI].

Para determmar el efecto del [Cl], sobre P, se ealenia Peoa diterenes voltaes
diferemes  concentraciones de cloruro intracelular, En la Fieura 4235 s¢ prafica b
probabilidad de apertura de ta compuerta del poro para varias concentraciones de cloriro
b simbolos se gratica la Py obtentda usando ¢l protocolo mostrado en Ly Figura 4-6 5 en

Iincas los apustes usando T 1 e X1

10} ® 1umM
D S
064
e 041
0.2
0.0 ‘
200 -150 -100 -50 O 50 100

V(mV)

Figura 4-35 Probahilidad de apertura de Ia compuerta del poro para varas concentraciones de clornro
intracelular. Foa probabilidad fue caleuladn come se muestra en i Figura -6 Las lineas conhintias won
djustes usande ka Be. 3.1 En todos Tos casos seuséd P, Oy Py, L Para [CHL FIOmM se obruvo A LR
Loz =122 para fO1T ] SeyM VL 277 < 1Ly 108 pana [CL] A0mM V.0 07 ¢ ] 7 c0 08
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kn la Tabla 3 se muestra ¢l potencial al cual sc obtiene una probabilidad igual a 0.5 (V).

ademas del corrimiento de la curva de probabilidad respecto a [CT7], 140mM (AV, ), este

valor se compara con ¢l corrimiento en el patencial de inversion (AV ).

I(‘l.ll \f' 1% "XVU\ -'\\‘..n-.
140mM -63.3 0 O
80mM -76.9 -13.6 138
40mM -96.9 -33.6 -34.2

Tabla } Comparacion eatre AVye y AV, Donde AV, ey ] carrimienta de T

vanva de probabihidal

cospecto a la probabilidad a [CU], 1H0mM. Como se puede ver ambos valores ~on muy parecidon

Como se puede apreciar de esta fabla, ¢l cormimiento en la probabilidad de apertor de L

compueria del poro es gual al cornmiento en el potencial de inversion, Come va sc ha

mencionado. se encuentra que ¢l corrimiento hacia voltajes negativos de ta probabihidad de

apertura  aparente es igual al corrimiento esperado para el potencial de inversion Figura

4-31. De osta manera, se puede concluir que la concentracion de cloruro intracelular atucta

principalmente a fa compuerta del poro.

Los resultados de este imbajo se publicaron en la revista Jo Gen Phasiol, (De

Santiago. 2005).
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Capitulo 3, PROGRANIA JCISTS

Capitulo 5

PROGRAMA ICHSIM.

Una parte imponante de este rabajo fue dedicada o desurrollar un imodcelo capaz de
reproducir las corrientes de O} que se registraron al activar fos canales CHC-2 v sos
mutantes. Lo el capitulo anterior s¢ mostrd ¢l modelo de 12 estados propuesto para ¢l conal
CHC-2 (Frgura 4-2150 mismo gue fue ¢l resubtado terative de experimentos mas diseno de
protocolos. Por eslos motivos, ¢ Iporante contar con un programa cn ¢l que se pucdan
crear modelox v protocolos de una forma rapida v sencilla. De esta manera, hastara con solo
introducir ¢n el programa el modelo v ¢l protacolo para realizar la simuolacion. Il programa
se eneargara de construir v oresolver fas ecuaciones diferencinles correspondientes, ademas
de mostrar Tos resultados. Desalortunadanmiente no se encontrd antes ningin programa guc
cumplicra con todos los reguisitos de simulacion deseados para estudiar el canal C1C-20 T~
por exte motivo, que se desarrollé un proprama para realizar nuestro andlisis v que adenis
sine para otro tipe de canales, T programa realizado Tue Huamado 1ChSim (lon Channel
Simulator), Fste programa tue eserito usando dos lenguajes de programacion Visual Basic
v ortran. Se usaron estos dos lenguajes con 1a idea de aprovechar lo mejor de cada uno de
ostos. Il Visual Basie es un fenguaje en el cual se pucde crear Lainterfase del usuario de
una manera relativamente Fcil, desalonunadamente no ¢s mus baeno para realizar caleulos
matematicox. os act donde se emplea el Fortran que ¢s un lenguaje disetado para reahizar
esla tarea.

Fste programa esta disenado para calcular:
) Corriente macroseopici,

by Corriente de canal anico,

7

¢) Probabitidad vs. Voltage.

)y Constanies de tiempo,
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[ChSim simuli las corrientes macroscopicas utilizando tres métodos:
e Alatriz )
o Integracion Numdncea
o Monwe Carlo

La simulacion de canal Gnico se realiza mediante ¢l méiodo de:

e Nfonie Carlo

Fola Figura S-1 se muestra el programa JCASmz. en ¢ste se observa un madelo de 16
estados, T ke pane supenor derecha se muestra una simulacton para L corriente

macroscopica usando cf método de Ty matnz Q v ¢l de Monte Carlo. i o parte inferior

izquicrda se mucestra una simulacion para canal anico usando los nusmos metodos,

C R N T | ’ v "

- AR A e R el s fn..”\'v.'.t-fu L e Ll e el S ey S T O L TR W |

Figura 3-1 Programa [ChSim. | n este se muestra [a ventana del editor de modelos v dos cimulaciones, una
Para Cormente MaCroscopice » wirm pira corriente de canal unico

e |
-d
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5.1 CORRIENTE MACROSCOPICA.

Uit forma de simular fa corriente macroscopica para un conal de v estados e
rexolviendo las ccuaciones diferenciales que deseriben su cinética, bstas se pueden
FEPresentir por;

dPit

el

= Pr)QrX) (5.1

Donde P es una matriz de dimension 7 X .V v esta formada por 1odas [as probabilidades de
los \" estados, Q  es una matriz VNV que depende de todas Lis constantes cinéticas
denotadas por @ 1ChSim resuclve estas ccuaciones usando dos mdélodos: Integracion

numerica v Matris Q,

5.1.1 Integracion Numérica.

[ a sotucion explicita de la Ee. 5.1 es posible solo para casos muy simples. donde ¢l
namero de estados (V) es muy pequenio v las constantes cinéticas son independientes del
tiempo. |.a manera mas fdcil de encontrar la solucion ¢s resolviendo numénicamente. s
cenaciones diferenciales en este programa se resuelven usando un algoriimo simikar
deserito por Hull ¢Hull, 1976). Enalgunos casos es posible carncterizar T cineticy de o
corriente por unas cuantas constantes de tiempo. Con este métodn sola se obtiene las curvas
de la corriente v no fas constantes de tiempo que describen a 1a corriente. Fs por esta razon
preferible resolver el problema por otro métado siempre que sea posible. ya que pucde

APOFLEr may or informacion gue solo resolverlo numéricamente.

5.1.2 Matiz Q.

1 mérodo de 1a matriz Q consiste en encontrar la probabihidad de los estados coma
una suma de exponenciles, esto es posible solo para casos especiales. [n caso simple pero
muy importante. es cuando fa matriz Q es independiente del tiempo. Por ciemplo, cunnda
se aplica un escalan de potencial, en este caso. ¢l potencial permancee constante v por o
tanto tambicn fas constantes cimndéticas. En este caso, fa solucion para las probabilidades s¢
puede esenibir como una suma de V-f exponenciales (Colquhoun. [993a: Colguhoun,

FUOShY:
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P(ty=Pir)+ P(O)Z XV exp(—14) (3.2}

Donde 2, v X, son los cigenvalores v cigenvectores de la matriz- Q respectivamente. Los
veclores v son lox vectores renglon que torman la matriz Y- X' donde ta matriz Xoeshi
tormada por twdos los cigenvectores X,. Los eigenvalores v cigenvectores se caleulan en
este programa usando un algoritmo parecido il deserito por Smith (Simith ¢ral).

A dilerencia del méodo de integracion numdérica. con este método e encuentran las
constantes de ticmpo v Jas probabilidades en ¢l estacdo estacionano, debido a esto, este

metodo es preferible al de integracion numeérica.

5.2 CORRIENTE A TRAVES DE UN SOLO CANAL.

IChSiin simula fa cormiente de canal Unico utilizande ¢l métado Je Maonte Curlo,
Debido o gue a corriente macroscopica es solo la suma de Ia corriente de muchos canales,
con ¢sle método twmbién ox posible encontrar Ia corriente macroseopica. [sto se hace
stmplemente haciendo [y simulacion para canal dnico muchas veces v despues sumando las

carrientes de wodas Jas simutaciones,

5.2.1 Monte Carlo.

I'neste méiodo a diferencia de los anteriores ne se resuehve fa Bes 310 sino gue se
hace Hteralmente una simualacion de canal unico.,

Para simudar la corriente doe un canal Gnico. se procede de i siguicnte miineri:
1) Se caleuta la probabilidad de cada uno de los estados a t -0,

2y Se elige el estado en ¢l cual se encuentra el canal al tempo 10 (estado active ), L
cleccian de este extado ex aleatora pero maodulada por la probabihdad de cada

cstado at 0.

) Se caleula fa funcion de Jensidad de probabilidad (fdp 1. 2.24) del nempo de sida

en el estade activo.
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4) Se elige ¢l uempo que el canal permancee en ¢l estado activo. este ticmpo es un

tiempo aleatorio pero que satistace 1a tdp.

)
-

Se caleula ta probabihdad de pasar del estado activo a cada une de los demas

estados.

6) Se clige un nueve estado activo, la eleccion de este estado es aleatoria pera
modulada por b probabilidad de pasar o cada estado.
7y Se imewa ¢l ciclo desde el paso 3. Esto se hace hasta que se cumpla el tiempo

requerido de simulacion.

Obviamente. este esquemia Tunciona solamente cuando ¢l tiempo de simulacion se
encuentra dentro de un escaton de potencial. Al cambiar ¢l potencial se modifican las
constanies cindlicas 3 por este motivo se aliecran fas probabilidades v los tiempos de vida
medio de fos estados, Algunas modificaciones a los pasos anteriores Son necesarias para
tomar en cuenta estos cambios. Il algoritmo usado para obtener los nimeros aleatorios e

el desarrollado por ‘Teukolsky et al.

5.3 COMPONENTES DEL PROGRAMA.

L1 programa consisie basicamente de tres elementos:
o liditor de modelos.
e [iditor de protovolos.
e \entana de resultados.

A continuacton se presenta una breve descripeion de cada uno de estos componentes
5.3.1 Editor de modelos.

I la Figura $-2 se muestra la ventana donde se crean v editan los madelos, )<t
veniana consta basicamente de una region donde se muestra ¢} modeto con el gque s esta

trabajandv. un boton para borrar v otro para erear estados.
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ﬁ Model: 1 (Swelling-activated Cl)

e e

< r

Figura 5-2 Fditor de modelos, | ioesta sentana se muestra un modelo de rres estados FLeditor de maodelos
tiene un beton para crear v otro para borrar estados. Tambien cuenta con un boton para revisar of modelo

F'n Eati ventamit se encuentra tanebén un boton con el cual se igresa a una ventana donde
se pucde cambiar of nombre v la conductancia de Tos estados, Tsta ventana se muestraen la

Figura 3-3,

isl Model

I State T Tranubora ] Aate Conzlard: |
Slate Mame Ir.‘:rMm eS| = v I
1 ] 10
R 5 0
3 |C2 (
4 l:j - T
0 Apphy Cancel

Figurs 5.3 Fditor de modelos, N entana donde se edita el nombre v la conductancr de cala une de Los

estadios presentes en el modelo seleceonado. La conductanaia puede ser tuncion del voltage

Ineata ventma aparceen dos fichas, la de transiciones v Lo doe constantes cincticas,
Prestonando [a ticha de transiciones se tiene aceeso a la ventana mostrada en la Figura 5-4
e ekl se puede activar o desactivar cualquier transicion solo con presionar en la celda

correspondiente.
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im Model

- __rﬂ"" | Tiansitiont | Fata Conztani: ]

mans] 1 | 2] 3] 4

1 ON  DFF  (OFF
2 |ON O OFF
3 |OFF DM OH

4 |OFF OFF 0On

Ok &pply Carcel

Figura £-4 Editor de modelos. \entana que muestra Las transicones entre fos ostados ara activar o
desactivar una transicron salo se prestona sobre la celda correspondiente

Al selecctonar fa ficha de constante cinética se presenta [ ventana mostrada en Lo Freora

S-50en esta ventana se pueden modificar todas las constanies cinctivas activas,

e

Slale | Trardibons [ Rale Conztants |

i.ﬂa‘e Corstant [1/1] = H{v)
1102 | 079 Expi0 18V
2t01 |515 " Expl0 0131y L
2103 | 019FExpl0 (278"
Jtol | N FEx O D61"]
Jtod | 04167ExplD OOER7"v|
4133 l 2ETExpd 01 38)

O Apphy Cancel P

Figure -5 Editor de moielas. [ o oesta vemtana se editan las conslanies cmeticas de cada o Jde Tas

ik
tranviciones b ste Programa soporta viarias Iipﬂs‘ de funciopes para Las constantes cmetidas Lo ventam cuenta
con un boton (Plot) para graticar i constante cinetica seleccronada

A\l presionar en alguna de las constantes cineticas se activa el baton “Plot™ Al accionar
sobre este. segralica la constante cinética seleccionada (Figura 5-600 Si Ly constanie

cinetica esta mal escerita, aparece un error en ¢l campo de “Status™ el cual muestra Las

posibles causan,
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q=1 TS Espd 001714

IPSP —orart [y}

D N

Fue Cize Saem Pict

Figura 53-6 Grafica de una conxtante einéhica. Esta sentana muesira mensapes de emor en el cinedro 7Statue
st b funcon imtraducida para Ta constante cinetica esta mal exenita

Como se puede ver. [a ventana para editar fos estados esta programada de tal lorma gue es

muy ficil de erear y modificar cualquicr modelo.

5.3.2 Editor de protocolos.

Lin aspecto importante ¢s la manera de editar los protacolos de potencial T noesie
programa. csto se hace a traveés de Lo ventana que se muestrie en L Figurs 5-7 oo fipara
e pueden ver cuatro campos: donde se puede editar ol potencial de mantemimiento. ¢l
potenciul de imversion. el nimero de pulsos v et numero de escalones de potencial, T la
parte inderior se colocan los porenciales v ticmpos imciales de cada escalon, asi como sus

morementos,
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N
N — Peorii (F " :
.
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Figura 5-7 Editor de protocolos. Con este editor se pueden crear facihmente protocolos tormados par
escafones de s (‘ll;l_lc.

Para mostrar ¢! tpo de protocolos que se pueden crear, en fa Frgura 5-8 se muesior ol

protocolo correspondiente o los valores mostrados en b Freura 5-7

———————

"= Plol :3 {Prafecol)

H EBEEN oo
'YIITEF(HIVI
3
B
i |
! _ —
I | s s
i
I ‘
: \ \ L
f |
3 |

Figura -8 Lscalones de potencial obtentdos con el editor de protocolos parg los safores mostradoy en L
Figura 5-7

B esta ventana ambien se encuentra fa freha “Plot™ que se muesten en Lo Dgura
3-9. In esta ficha se puede seleccionar ¢l método para hacer la simulacion. ¢l nanero de
canales v o que se desea obterwer con la stmulacion (corriente. probabilidad o constantes de

Hempo | entre ofns Cosis,

8
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JProtacsl: ¢ [Shubar pofasaiem]
P
o Gklea e g v |k o
"
“ rie e Yaden o0 gty ™
-
- - s
o
e
- o e o~ - -
- e - v, rvr v A
e . ks

Figura 3-9 Propicdades de la simulacion. Fn esta ventana se cditan los parametros de L simplacron, ta

coma, ¢l metodo de simulacion, ¢ numero de canales, el ruido 3 [on puntos a graficar cnire otros

5.3.3 Ventana de resvitados.

]

['n la ventana de resuhados se grafican los datos obtemdos de La simulacion o Ja

Freara 32100 se muestra la grifica de L corriente obtenida para el modelo mostrado en o

Figura -1 L usando ¢l método de Lo matriz Q v el méodo de Monte Carlo pura 200 canates.

Fsta ventar cuent con alpunis herramientas para visualizar mejor os resultados, entre

estas estan: Cursor. seleccion de trzo. ampliacion horizontal v vertical.

= Plot :5 {Current vs Time)

Figura 5-10 Ventana de resultados. [sla sventana cuenta

visualizacion de los resultados. Se pueden realizar ampliaciones horizontales, verticales

Fambien cuenta con seleccion de trazos y cursor

[y 1]

Yarids

lerramientas

il

tactittar

L

o wembiadas

sl
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Dado que el programa 1ChSim se puede wtilizar para cualquicr modelo v ademas es
muy facil de usar. Este programa cumple con lus caracteristicas necesirnus pant scr
wtilizado tanto para trabajo de investigacion como para la docencia de camiles idnicos. Por
estos molives se ha creado una pagina de Internet donde se puede descargar v oblener
informacion del programa IChSim. Ademas se espera que con las criticas 3 sugerencius de
tos usuwarios de este programa. se pueda tanto afadir funciones como corregir posibles
problemas del programa,

La paging del programa [ChSim es:

http://ichsim.ionchannels.org/

Dos de tas pagias de Internet mas impontantes en ¢l arca de recursox en fisiologia, cuentan
con buenos comentarios sobre las caracteristicas de este programa, adensis de incluir un

Link a la pagina de IChSim:

lon Channel. Patch Clamp & Flectrophysiology Resources httpeiwww.ionchanncls.ory/

The lon Channel Web Ring http://s.webring.com/hub?ring=ionchanncls

Hasta ahora ¢l programa ha recibido una buena aceptacion (mas de 1500 visitas s
mas de 170 descargas en 6 meses), Actualmente se estd preparando un articulo que describe

¢sle programa,



Discusion.

Lox canales C1C-00 CIC-U v CIC-2 comparten alrededor del SO al 606 de s
secuencia de ammodcidos. Deptro de las reciones mas consenvadas se encuentran aguells
gue torman ¢l poro (Dutzler. 2003). Lsta semejanza sugiere que ef mecinismo de apertura
cierre de extos canales debe ser similar. Sin embargo. 2 corriente macroscapica del canal
CIC -2 presenta un comportamicnto completamente diferente al obtenido para el canal CIC-
Oy CIC-10 Lo probabilidad de apertura aparente del canal CIC-2 imcerementa para soltiges
negativos, mieniras en cf CIC-0 v b CIC-T incrementa a voltajes positivos oFeura [
Figura 1-3 v Figura 1-6), A pesar de esia diferencia. en tados fos casos L cinelica esta
tormada por dos componientes uno rapido v uno lento. Lstos componentes se asocn e los
tres canales con la cinética de la compuenta del poro y compueria comun respectivamenic
(Chene 1996: Accardi. 2001 Zaniga. 2004), Ln este trabajo s¢ demostrd que es posible
separtr la cinctica de la compuerta del poro de la cindtica de ta compuerta comun (Figura
4-81 3 por o tamo. deben de extar presentes tos dos tpos de compuertas en el canal ClC-2
Aditerencia det CHC-0y CIC-1. xe abtavo que en todo e rango de voltaes. la asoctcion Je
ta cinctica ripida con fa compuerta det poro y la cinética lenta con fa compuerta comun. ¢s
incompatible con ¢l modeio de doble baml con compuenas independientes (Figura 4-10)
Y gue esta asociacion, solo es vahda para voltajes muy negatives, También  fue posible

abtener o dependencia con el voltge de las dos compucertas (Figura 4-7).

COMPUERTA DEL PORO Y COMPUERTA COMUN.

Ne encontrd que 1a probahilidad de apertura de la compuerta ded poro e cero para
voltajes positivos. por lo que esta compuerta ¢s la responsable de que el canal se clerre
estos voltajes. La probabibidad de apertura en (uncion del voltye de b compuoerta del poro
del canal C1C-20tene up comportimiento invertida comparada con la de fos canales C1C -0
L CIC-T0 B el CIC-0 v CIC-T la compuerta del poro se abre o voltages positivos (Chen,
P96, Accardi, 2000). mientrus gue en el C1C-2 se abre o voliages nepmtivos, A pesar de esta

diferencia v de forma sorprendente. se encontro gue ly mutacion Jdeb acido plutamico



{1:213). climina la compuenta del poro en el canal CIC-2 al igual que lo hace en los canales
CIC-0 v CIC-1 (Dutzler. 2003).

A diferencia de la compuerta del poro, la compuenta comin tiene umt probubilidad de
apertura navor que 0.6 para todo ¢l rango de voluges. T a dependeneia con ¢f voltaje de L
compuerta comin hiene su probabilidad de apertura mavor a voltajes muy negativos, bsie
componamicnto es similar al encontrado en el canal CIC-0 (Lin, 1999, pero es nvertido
respecto al CIC-1 (Accardi. 20009, La muatame C2388 en el canal CIC-2 no chimina fa
conmpuerta comun, a diterencia de lo gque ocurre para la mutacion equinvalenie del canal
CIC-0. De hecho, seencontrd que ¢l principal efecto de esta mutacion es sabre la
compuerta del poro. esta interpretacion es confirmada al estudiar o duble mutacion
E2I53A/C23RS. donde se obtuvo que al no estar presente la compuerta rapida tmutante
E213A). ¢l electo de la mutacion adicional C2388 no presenta alteraciones importantes ¢n
el compaortamiento del canal,

Laeindticy de la compuerta del poro tiene un comportamiento deserito por un sima de dos
exponenciales. €ste comportamiento es mas complicado gue ¢l comportinuento nono-
exponencial de la compuerta del poro en el canal ClIC-00 v CIC-1 ¢Accardi. 2000), Debido o
esto. a cinética de la compucrta del poro se pucde explicar con un modelo de tres estiodos,
mientras que la cinética de la compuerta comin se pucde explicar con un modelo de dos
eslados. Con estos modelos para las compuertas se encuentr gque ¢l esquenma para el canal
CIC-2 esta tormado por 12 estados. Iiste modelo es capaz de reproducir la dependencia con

chvolige del canal CHC-2,

ESTRUCTURA CRISTALOGRAFICA EcCLC.

Lin términos de la estructura cristalografica de fa proteina FeCIC v SICIC se estart
tentado a interpretar fos resultados presentados en este trabajo. sin embargo como va se ha
menctonado anterivomente, estas proieinas 0o son canales ionicos v por lo ko su
comportamiente debe de ser difcrente al de los canales idnicos C1C. Mas aun. debido ol
comportamtento tan diferente en la corriente del canal CIC-2 respecto al CIC-0, se podria
preguntar (A cudl de estos canales representa mejor la estructura eristalogratica? |s claro

que esta extructura no se puede tomar coma universal, en el sentido de gque con esta se

&4



pueda explicar 1anto ¢l comportamiento de los trasportadores CIC v el de Tos cunales CiC
[:n panticular. ¢l componamiento lan diferente de la compuerta del poro ¢n (os tres canaldes.
sugiere que st bien. ¢l dcido glutdmico tiene un papel fundamental en la compucrta del
poro. no s ¢l unico factor que determina la dependencia con el voliaje de esti compuerta
et los canales CIC. Dk hecho. como  va se menciond  anteriormiente,  cambios
conformacionales mayores al simple movimiente del acido ehnamico se han encontrado en
et canmal CIC-0 (Accardi. 200}). Ademas. la sola presencia del dcido glutimico es
msuficiente para explicar la dependencia con el vohaje de oy canales CIC (Figura 1-3).

I.a dependencia con la concentracion de CU se ha estudiado extensamente en el canal ClC-
0. S¢ ha demwostrado que la probahilidad de apertura de la compuerta del poro incrementa ol
aumentar la concentracton de cloruro extracelutar (Chen, 1996). Utihizando os datos
cristalogralicos. se ha propucsio que el residue del acido  ghutimico  interacciomi
clectrostaticamente con ¢l ClI' extracelular para facittar la apertura del poro. Sioesis
hipatesis es vahda para todos los canales CIC. entonces se esperari que el Ul atectara por
igual a 1odos los canales CIC, Sin embargo. en ¢l canal CIC-2, ¢l aumento de T
concentracion de cloruro extracelular no tene ningun ctecto sobre la probabilidad de
apertura (Niemever, 2003). Por otro lado. cuando ¢l Clintracclular se incrementa en ¢l
canal C1C-2 la probabilidad de apenura de la compuerta del poro aumenta v s¢ ohserva un
corrimiento en la curva hacia veltgjes positivos (Figura 4-35). Este resultado presenta otro
paradigma al modelo enstalografico. Si el acido glutimico E213 se encuentra cerca de la
cart externa del canal como sugicre la extructurn eristalogritica [ porqutd no se ve afectado
por ¢l Cl extracelular v si por el CI' intracelular? Lsto podria sugernir que ta locah zacton
fisica de este residuo esta mas cerca del lado intracelular que det lado extracelular, Por este
motivo, dsta estructura cristalografica puede servir solo como una guin para dingir
experimentos v explicar comportamientos generales pero no paniculares de cadi una de las

proteinas CIC,



Trabajo A Futuro.

ba apertura v cierre det canal CIC-2 depende del vohlaje, In concentracion
imtmcelular de cloruro vel pH. En este trabajo se estudio principalmente T dependencia
con ¢l voltaje. Se propuso un modelo cindtivo capay de reproducir fin Jependencia con el
volije. Sinembargo, adn no se ticne el modelo general que tome o cueta tanto Ta
dependencia del voltaje. como Ja concentracion intracetular de clorure v el pll Para
obtener un modelo general es necesario un estudio detallado sobre Ta dependencia del canal
C1C-2 con la concentracion de cloruro intracelular v el ptl Este estudio deberia de ser no
sole a nivel de corriente macroscopica st no que s¢ deberia de incluir T corniente de canal
tnico, Debido o fas dificaliades en este canal para registrar corrientes de canal anico, se
podna iniciar estudiando fu corriente de unos cuantos canades (analisis de ruido), con esta
téenica ¢ podria ganar informacion adicional a la obtenida de fa corriente macroscopica
Esto evidenteniente seria de vran aiilidad tanto para construir ¢l modcelo mas general. cono
para contirmar los resubltados obtenidos a traviés de Ja corriente miacroscopie.

Il programa [ChSim es capaz de simular la corricnie tanto macroscopica como de
canal unico para cualquicr esquema cindtico. Sin embargo, ¢n este momeuto el esguema
cindtico sdlo admiten dependencia con el voltaje v fos protocolos solo se pueden formar por
escalones de potencial. Par hacer este programa mas campleto. se podria incluir L
simulacion para cualquier protocolo v permitir en el esquema cinetico Ta dependencia de
otras factores tades como lu temperatura. la concentracion de wones, plLocte, cambwen se le
podrian incluir caracteristicas adicionales comao el caleulo de L distrihucion de ticmpos on

cada uno de los estados v amilisis de rutdo.
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