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Resumen

La apertura y cierre del canal iénico de cloruro CIC-2 es afectada por cambios en el voltaje de
la membrana celular (Vy,), la concentracion de protones del medio extracelular ([H']e) v la
concentracion de cloruro del medio intracelular ([CI];). Se piensa que la sensibilidad con el
voltaje en el canal CIC-2 es conferida por la unién de un protdon o por el movimiento del
cloruro dentro del canal, sin embargo, la contribucién de estos es aln desconocida. En este
trabajo estudiamos el origen de la dependencia con el voltaje del canal CIC-2. Para determinar
la contribucion del proton y el cloruro a la dependencia con el voltaje, se realizé un analisis
cinético global, tomando como referencia registros experimentales obtenidos a diferentes
valores de voltaje, concentraciones de cloruro intracelular y pH extracelular. Se encontrd que
la dependencia con el voltaje es conferida principalmente por el movimiento del cloruro
dentro del canal y que el efecto del protdn es el de estabilizar el estado abierto. Se obtuvo un
esquema cinético con dependencias de Vi, [CITi Y [H']e, €l modelo propuesto es Gnico en su
tipo, dado que incluye el acoplamiento de la apertura y cierre del canal con la permeacion de

los iones cloruro, procesos que generalmente son tratados de manera independiente.
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1 Canales Ionicos

1.1 Introduccion

Los canales ionicos son proteinas que se encuentran en la membrana celular y forman un
poro que permite el flujo de iones a través de él. Una propiedad importante de los canales
ionicos es la capacidad de seleccionar los iones que pasan a través de ellos (selectividad
ionica), mediante esta caracteristica se pueden clasificar en canales de cloruro, sodio,
potasio, calcio, etc. Ademéas de su selectividad, los canales ionicos también poseen la
capacidad de cerrarse para impedir el paso de iones, por lo que los canales actian como
compuertas que se abren o se cierran en funcion de estimulos externos. Asi, los canales
ionicos también se pueden clasificar en funcion del tipo de estimulo que modifica su
apertura o cierre en: canales activados por voltaje, canales activados por ligandos y canales
mecanosensibles. En los canales activados por voltaje su apertura es modulada por cambios
de voltaje de la membrana celular, en los canales activados por ligandos (activacion a
causa de la adhesion de alguna substancia al canal), la apertura y cierre es controlada por la
“union” de alguna molécula, mientras que en los canales mecanosensibles su apertura y
cierre es afectada por cambios en la presion que ejerce la membrana sobre ellos. Como
parte de la célula, la funcion de los canales ionicos es la de permitir el intercambio de iones
entre el interior y el exterior de la membrana celular. El flujo de iones a través de la
membrana celular juega un rol preponderante en la generacion y transmision de sefiales
eléctricas en las células excitables *. La transmision de sefiales eléctricas es un mecanismo
por el cual las células inician y regulan importantes funciones tales como la secrecion de
hormonas, la contraccion muscular, los latidos del corazén y la comunicacion entre

neuronas.

1.2  Activacion.

El mecanismo de apertura y cierre de los canales idnicos es conocido como “gating”. Una
manera de estudiar la apertura (activacién) y cierre de los canales idnicos, es mediante el
analisis de las corrientes que pasan a través de ellos. La corriente de los canales idnicos se

puede registrar mediante la técnica de “Patch-Clamp” 2. Esta técnica tiene dos modalidades:



fijacion de voltaje y fijacion de la corriente. En la modalidad fijacion de voltaje, se
mantiene constante la diferencia de potencial eléctrico en la membrana de la célula y se
registra la corriente que pasa por ésta. Existen varias configuraciones de esta modalidad,
incluyendo célula completa y micro areas de membranas. La configuracion de célula
completa permite el registro de la corriente que fluye a través de miles de canales, mientras
que el uso de micro areas de membranas permite registrar la corriente de un sélo canal.

En la Figura 1.1 se muestra la simulacion de la corriente de un canal activado por
voltaje sujeto a diferentes estimulos. Como se puede apreciar en la figura, existen dos
niveles de conduccion en cada caso. Para el estimulo de voltaje de -30mV el canal
permanece periodos de tiempo largos en el estado cerrado, en contraste, para estimulos de
voltaje de -200mV el canal permanece largos periodos de tiempo en el estado abierto. Los
tiempos que el canal permanece en cada uno de sus estados son aleatorios. Esto se debe a
que el canal es una molécula que tiene muchas configuraciones o estados fisicos y la
transicion de un estado a otro esté relacionada con el movimiento térmico molecular, esto
en si, es un fendmeno aleatorio. Es importante mencionar que muchos de los estados de la

molécula no tienen ningun impacto en la apertura o cierre del canal.
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Figura 1.1. Simulacion de la corriente de canal Unico para diferentes estimulos de
voltaje sobre la membrana celular. Para este canal, la probabilidad de apertura es
favorecida por voltajes negativos.



Los tiempos de permanencia en uno u otro estado dependen de la barrera de energia
que se requiere superar para pasar de un estado a otro. Las barreras de energia asociadas a
los cambios de estado provienen de diversos factores, por ejemplo, impedimentos estéricos
entre grupos dentro de la molécula o interacciones entre cargas eléctricas. En la Figura 1.2

se muestra un esquema de barreras de energia para un canal con dos estados.

Cerrado Abierto

Coordenada de reaccion

Figura 1.2. La probabilidad de pasar de un estado a otro
dependerd del tamafio de la barrera de energia que
separa los estados, la probabilidad de ocupacion de cada
uno de los estados depende del valor relativo de su
energia, en este caso, el estado con mayor probabilidad es
el estado cerrado.

La probabilidad de apertura (Pa) es una propiedad fundamental para entender el
mecanismo de activacion de los canales idnicos, esta probabilidad se puede obtener
mediante registros de corrientes de canal Unico y corrientes macroscopicas. Para registros
de corriente de canal Unico, la probabilidad de apertura es igual a la fraccion de tiempo que
el canal permanece abierto. De manera analoga se puede determinar la probabilidad de que
el canal este en el estado cerrado (Pc). En la Figura 1.3 se muestra la probabilidad de
apertura en funcion del voltaje obtenida usando corrientes de canal Unico como los
mostrados en la Figura 1.1. En este caso, la probabilidad de apertura del canal es favorecida
por voltajes negativos, mientras que voltajes positivos tienden a mantener al canal en su

estado cerrado.
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Figura 1.3. Probabilidad de apertura en funcién del voltaje de
membrana.

Una forma alternativa de estudiar la activacion de los canales ionicos es mediante el
registro de la corriente que pasa por todos los canales que se encuentran sobre la membrana
de una célula, a esta corriente se le denomina corriente macroscopica. La corriente
macroscopica a diferencia de la corriente de canal Unico tiene un comportamiento suave
cuando el nimero de canales es grande. En la Figura 1.4 se ilustra la transicién de la
corriente de canal Unico a la corriente macroscopica, como se puede apreciar, la corriente es
ruidosa cuando el nimero de canales es pequefio, a medida que el nimero de canales
incrementa, la corriente tiende a cambiar de manera suave.

En la mayoria de los canales id6nicos en condiciones fisiologicas, la corriente de
canal Unico tiene un comportamiento éhmico, mientras que la corriente macroscopica

depende de la probabilidad de apertura del canal y del nimero de canales:

I =N*g*V_*P, (1.1)

En esta ecuacién N es el nimero de canales, g es la conductancia de canal Gnicoy Vi, es el

voltaje de la membrana.
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Figura 1.4. Transicion de la corriente de canal Unico a la corriente
macroscépica. En A se muestra el protocolo de voltajes aplicado, B
y C muestran como cambia la corriente en relacion al nimero. De
canales y finalmente en D se observa la corriente registrada para
un gran numero de canales

1.3  Canales activados por voltaje.

En la mayoria de los canales idnicos activados por voltaje, la sensibilidad con el potencial
de membrana proviene de aminoécidos cargados dentro de la proteina. En la Figura 1.5 se
muestra una caricatura de un canal activado por voltaje. Este canal tiene dos cargas
positivas, el movimiento de estas cargas puede favorecer un cambio de conformaciéon de la
proteina que lleve al canal a su estado cerrado o abierto, esto depende de la direccion en que
estas cargas se muevan. El movimiento de estas cargas es afectado por la direccion del
campo eléctrico aplicado. Para este canal, cuando la diferencia de potencial en el interior de
la célula es negativa (respecto al exterior de la célula), la carga de la proteina tendera a
favorecer el estado cerrado del canal, mientras que en una diferencia de potencial positiva,

la carga favorecera el estado abierto.
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Figura 1.5. Los canales iénicos dependientes del voltaje tienen cargas que
responden a la diferencia de potencial en la membrana (V,,). En el primer caso se
muestra un canal cerrado debido a la diferencia de potencial eléctrico negativa.
En el segundo se muestra el canal abierto para un potencial positivo.

Sin embargo, existen canales i6nicos activados por voltaje, cuya sensibilidad se la
confieren ligandos cargados que se unen a partes internas del canal, en este caso la unién
del ligando se ve favorecida o reprimida por el voltaje de membrana (Figura 1.6). Se piensa
que en los canales idnicos CIC, la sensibilidad con el voltaje proviene de la union del proton

con el canal y/o del movimiento de los iones cloruro dentro del canal.

Figura 1.6. llustracién de un canal iénico activado por Ca®". Para este canal, el sitio de unién del calcio se
encuentra en la parte interna del canal, por lo que la probabilidad de ocupacion del sitio depende del voltaje de
membrana.



1.4 Mecanismo de Activacion.

El estudio de los diferentes cambios conformacionales que ocurren en el canal y sus
transiciones se conoce como mecanismo de activacion, el mecanismo de apertura se puede
estudiar al analizar las corrientes que pasan por el canal i6nico y compararlas con las

predicciones de modelos cinéticos.

1.4.1 Modelo de dos estados

El modelo cinético més simple que puede describir la corriente de un canal i6nico con una
compuerta, es un modelo de dos estados (abierto y cerrado). Este modelo se puede

representar mediante el siguiente esquema:
(24
C_A
%
B
Esquema 1

Donde A representa el estado abierto, C representa el estado cerrado, « y S representan las
frecuencias de transicion (también denominadas constantes de velocidad) del estado cerrado
al abierto y del estado abierto al estado cerrado, respectivamente.

A partir del esquema cinético mostrado arriba y de la definicion de constantes de
velocidad, es posible encontrar las probabilidades de que el canal se encuentre en el estado
cerrado o abierto en funcién del tiempo. El cambio en la probabilidad de apertura (Pa) y la

probabilidad de cierre (P¢) se pueden escribir como:

d;A =—pf*P,+a* P, (1.2)
djtc =p*P,—a* P, (1.3)

| 7



Las constantes de velocidad pueden ser funcién del voltaje y/o ligandos, cuando el voltaje

y/o ligandos se mantienen fijos, a y £ son constantes y se encuentra que:

o o « _t
PA(t)=a+ﬂ—[a+ﬂ—PA(0)} exp( J (1.4)

Donde 7 es la constante de tiempo dada por:

T= 1 (1.5)
a+f '
De acuerdo a la ecuacion (1.4) cuando el tiempo (t) tiende a infinito se obtiene:
a
P = 1.6

Esta expresion representa el comportamiento de la probabilidad de apertura en el estado
estacionario.

La frecuencia con la que el canal transita de un estado al otro depende de la barrera
de energia entre tales estados (Figura 1.2), por ejemplo, si la barrera energética entre los dos
estado es pequefia las frecuencia de las transiciones (o constante de velocidad) entre los
estados sera grande, por el contrario, si la barrera energética es grande la frecuencia sera
pequefia. Las constantes de velocidad también dependen de la energia que la molécula tiene
disponible para saltar la barrera, es decir, la temperatura. Cuantitativamente lo anterior se

describe mediante la ecuacion de Arrhenius.

a=u* exp(— (EB - EC)/ kT) (1.7)

B =p*exp(~(E; —E,)/KT) (1.8)
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Donde k es la constante de Boltzmann, T es la temperatura, 1 es un factor constante, (Eg -
Ec) y (Es — Ea) es el tamafio de las barreras de energia (Figura 1.3).

En los canales voltaje-dependientes la velocidad de transicion entre estados depende
del voltaje de membrana y la carga del sensor de voltaje. El voltaje modifica las barreras de
energia y por consecuencia las constantes de velocidad. La contribucion del voltaje de

membrana en las velocidades de transicion esta dada de la siguiente manera:

a(V)= u*exp| -| E; —E. +q A

V. [/ KT (1.9)

m

donde xc es la distancia desde el minimo en la posicion de cerrado y el maximo de energia,

mientras que |, es el ancho de la membrana y q es la carga de la compuerta.

Si llamamos &, = u* exp[— (EB - EC)/ kT], z.e=q L:XC y kE_!l_= RT entonces:
FV
a(V)=a,*exp| -z - (1.10)
(V)=a, p( c T ]

Donde e es la carga del electron y F la constante de Faraday.

De la misma manera:

BNV )=p* E‘XP(ZA FRVT”‘ ] (1.11)

De esta forma si z es positiva, un potencial positivo disminuye « y aumenta S.
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1.4.2 Modelo de n estados

En general, los canales ionicos poseen mas de dos estados conformacionales. Para un canal
que puede transitar entre n estados, el curso temporal de la probabilidad de ocupacion de

cada uno de los estados es descrita por un sistema de n ecuaciones diferenciales acopladas:

dP(t) _ .
S =P (1.12)

Donde P(t) es un vector renglon de dimension 1xn y Q(t) es una matriz de dimension nxn.
El elemento g; de esta matriz representa la constante de velocidad asociada con la
transicion del estado i al estado j. Los elementos de la diagonal se obtienen mediante la

siguiente ecuacion:

Ay = leqij (1.13)

i#]
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2 Canal ionico de cloruro CIC-2

2.1 Introduccion

El canal ionico de cloruro CIC-2 pertenece a la familia de las proteinas CIC. Las proteinas
CIC, son un grupo constituido por canales iénicos e intercambiadores. A pesar de que
ambas proteinas permiten el cruce de iones cloruro a través de la membrana celular,
funcionan de formas muy diferentes 2. El proceso de migracién de los iones en los canales
ionicos es por electrodifusion, y dicho proceso es regulado por un mecanismo de apertura y
cierre (gating). Por otra parte, en los intercambiadores la migracion de iones es a través de
cambios conformacionales de la proteina y no debido a un proceso electrodifusivo.

Los canales ionicos de cloruro (canales CIC) estan formados por las proteinas CIC-
0, CIC-1, CIC-2, CIC-K; y CIC-K,. El primer canal que se identificd de este grupo fue el
CIC-0. Este canal se expresa en células del 6rgano eléctrico del pez torpedo *. Posterior al
descubrimiento del CIC-0, se pudieron identificar en mamiferos a los canales CIC-1, CIC-2,
CIC-K; y CIC-K.. En los seres humanos estas proteinas se encuentran en diversos 6rganos y
tejidos, por ejemplo, el canal CIC-1 se encuentra en células musculo-esqueléticas °,
mientras que el CIC-2 se encuentra en células del cerebro, corazén, pulmones y pancreas °.
Los canales CIC-K; y CIC-K; se expresan en los rifiones ’. Las proteinas CIC desempefian
numerosas funciones fisioldgicas. Por ejemplo, el CIC-1 controla el potencial de reposo en
las células musculo esqueléticas 8. El CIC-2 es fundamental para mantener un gradiente de
concentraciones de cloruro en las neuronas, asi como para la secrecion de fluidos en el
tracto gastrointestinal °. Los canales CIC-K; y CIC-K, son importantes en el transporte
epitelial de cloruro.

Un aspecto importante en el estudio de los canales ionicos tiene que ver con las
canalopatias (enfermedades asociadas con los canales ionicos). Se ha demostrado que
mutaciones de los genes que codifican a los canales i6nicos estan asociadas a algunas
enfermedades *°. Por ejemplo, la miotonia humana (la miotonia es una enfermedad que se
caracteriza por la dificultad de relajar los musculos después de una contraccion) es causada

por mutaciones en los genes que codifican para el CIC-1.

| 11



2.2 Estructura de los canales de cloruro CIC.

Los canales més estudiados electrofisiologicamente de esta familia son el CIC-0 y el CIC-1.
De registros de corriente de canal Unico y corriente macroscépica se ha concluido que estos
canales tienen dos tipos de compuertas. Estas son la compuerta del poro y la compuerta
comin . Cada poro tiene una compuerta de poro que por su cinética también se conoce
como compuerta rapida, estas compuertas impiden o permiten el paso de los iones en cada
uno de los poros. Ademas de éstas, el canal cuenta con una compuerta comin o compuerta
lenta que tiene la capacidad de abrir o cerrar los dos poros simultaneamente. Una caricatura

del modelo propuesto para los canales de la familia CIC se muestra en la Figura 2.1.

Compuerta del poro: CP
A B AN

Poro abierto ,

i

Poro cerrado

ol A
=

Compuerta comun: CC

Figura 2.1. En A se muestra un registro de corriente de canal Unico del CIC-0, este
registro esta formado por tres niveles de conduccién 0,1y 2. En la parte B se ilustran los
dos tipos de compuertas del canal CIC-0.

Un hecho fundamental para entender el mecanismo de activacion de los canales de
cloruro CIC, fue la obtencion de la estructura cristalografica del intercambiador CIC de la
bacteria Escherichia coli (EcCIC) a una resolucion de 3.5 A *?, ver Figura 2.2. El EcCIC es
un contra-transportador cloruro-protén con una estequimetria 2CI71H* . La estructura
cristalina de la EcCIC, corrobor6 la idea del modelo de doble barril propuesto por Miller
varios afios atras **. En la estructura cristalografica se observé que la proteina ECCIC esté

formada por dos sub-unidades idénticas localizadas en la membrana plasmética. Cada sub-
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unidad contiene 18 a-hélices las cuales forman una estructura de poro. Dentro de la region
del poro existen tres sitios a los cuales el ion cloruro puede unirse *°. Estos sitios de unién
se denominan Sin, Scen ¥ Sext (Figura 2.3-A). El sitio Si;; se encuentra situado sobre la
superficie que limita el poro del canal con el medio intracelular, mientras que el sitio Sex
estd ubicado muy cerca al medio extracelular. En el intercambiador silvestre EcCIC (wt-
EcCIC) de la Figura 2.3-A se observa que la cadena lateral del &cido glutamico, en la
posicion 148 (E148), ocupa el sitio Se: blogueando la trayectoria de permeacion del CI'. Al
mutar el E148 con una glutamina (E148Q) y posteriormente al resolver la estructura
atomica se observd que la cadena lateral de Q gira de tal manera que permite que un ion CI’
pueda unirse al sitio Sex (estructura E148Q-EcCIC de la Figura 2.3-A). De este dato
estructural se origina la hipdtesis de que la apertura del poro del canal se debe a un giro de

la cadena lateral del acido glutdmico formando la compuerta del poro.

&

Figura 2.2. Estructura molecular del intercambiador CI-/H+
EcCIC basada en datos de difraccion de rayos X: un modelo para
la estructura de los canales CIC. La proteina funcional es un
homo-dimero (verde y azul) con un poro en cada sub-unidad. Los
iones que pasan por cada poro, dos en este caso, estan
representados por esferas rojas. Tomada de Dutzler, 2002.

A pesar que la estructura cristalografica obtenida por Dutzler y sus colegas
corresponde a la de un contra-transportador CI'/H+, el cristal EcCIC es un buen modelo
para canales CIC. Dutzler y sus colegas compararon la secuencia de la estructura secundaria
del EcCIC alineandola con el resto de las secuencias de los miembros de la familia CIC.
Encontraron que la region que codifica el poro (16 aminoacidos, incluyendo el acido
glutamico) para cada uno de los miembros de la familia de canales CIC se conservaba con

una homologia del 87.5%, lo que hace pensar que esta estructura tridimensional se conserva
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en el resto de los canales tipo CIC. A partir del hecho de que la region que forma la ruta de
permeacion del ion CI" se conserva en los demas miembros de la familia de los CIC, se
sugirid que esta estructura es un buen modelo para el poro de los canales tipo CIC,

incluyendo el CIC-2 como lo propuso recientemente Niemeyer y sus colegas (2009).

A

wt-EcCIC E148Q-EcCIC | Cerrado ~ Abierto

Fuera

vass ¥ L [ .

M Dentro

Figura 2.3. Modelo para la apertura del poro de los canales de cloruro CIC. A: estructura del poro del EcCIC
silvestre en el estado cerrado (lado izquierdo). N6tese que el grupo COO- de E148 esta posicionado en la ruta de
conduccidn. La estructura de la mutante E148Q se muestra a lado derecho y representa el estado abierto del poro.
Se indica la localizacion de los sitios de union del ion Cl- (Sint, Scen Y Sext)- Para este caso, la cadena lateral de Q esta
casi alineada con la pared del poro muy cerca del agua extracelular y ha dejado la ruta de conduccién libre,
ademads que un ClI- ocupa el sitio S, donde se encontraba el grupo COO- de E148. B: Representacion esquematica
de los estados cerrados y abiertos del canal, modelados a partir de los datos cristalograficos mostrados en A.
Tomadas de Dutzler, 2003.

2.3  Activacion del canal i6nico CIC-2 por voltaje.

En la Figura 2.4-B, se grafica la corriente del canal CIC-2 cuando se aplican los escalones
de voltaje mostrados en la Figura 2.4-A. En este estimulo, la membrana de la célula se
mantiene a un potencial de 30mV, después se aplica un escalén a 80mV y finalmente se
pone a un potencial de 60mV. Como se puede ver, no se obtiene corriente a través de la
membrana. Esto podria deberse a que la probabilidad de apertura de estos canales a los
potenciales 30, 80 y 60mV es cero o que la conductancia de los canales abiertos es muy
pequefia para esos potenciales. En la Figura 2.4-C, se muestran escalones de potencial. La
respuesta de la célula a estos escalones se muestra en la Figura 2.4-D. En este caso, se

observa un aumento gradual en la magnitud de la corriente cuando se fija el voltaje a -
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140mV. Este aumento termina cuando se llega a su estado estacionario cerca de los 400ms
después de aplicar este escaldn de voltaje. El signo negativo de la corriente implica que el
CI" esta saliendo de la célula. Debido a que la corriente es diferente de cero para éste
voltaje. El curso temporal de la corriente se debe a un incremento en la probabilidad de
apertura de los canales en funcion del tiempo. Cuando el potencial se cambia a +60mV se
observa una corriente de polaridad opuesta que disminuye con el tiempo. En este caso, el
signo positivo de la corriente implica que el CI- esta entrando a la célula. De estos datos se
concluye que el canal deja pasar a los iones de cloruro en ambas direcciones y que la
ausencia de corriente a potenciales positivos se debe a que la probabilidad de apertura es
muy pequenfa.

En la Figura 2.5 se muestra el comportamiento de este canal en un rango de
potenciales mas amplio. En la Figura 2.5-B se muestran las corrientes obtenidas al aplicar el
protocolo mostrado en la Figura 2.5-A. Como se puede apreciar de la Figura 2.6, la
corriente que pasa a través de los canales CIC-2 es apreciable s6lo para voltajes menores
que -40mV.

En la Figura 2.6-A, se grafica la corriente normalizada en funcion del voltaje. Esta
corriente se obtuvo justo antes de terminar el primer escalén del protocolo, ver Figura 2.6-B
(599ms). A potenciales positivos no se obtiene corriente tal como se ve de la Figura 2.6. Sin
embargo, a medida que la membrana se va hiperpolarizando, la magnitud de la corriente
incrementa casi de manera lineal. Debido a este comportamiento, se dice que el canal CIC-2
es un rectificador entrante. En la Figura 2.6, se muestra la probabilidad de apertura aparente
obtenida al inicio del escalon a 60mV (601ms). De esta figura, se puede ver que la
probabilidad de apertura es cero para potenciales positivos y que alcanza su valor maximo a
potenciales muy negativos cercanos a los -200mV. Con linea continua se muestra un ajuste

utilizando la ecuacién de Boltzmann.
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Figura 2.4. Protocolos de estimulacion y corrientes resultantes para el canal CIC-2. Ay C ilustran dos protocolos
de estimulos para generar la corrientes correspondientes que se ilustran en B y D respectivamente. En el primer
caso el voltaje se cambié desde un potencial de mantenimiento de +30mV hasta +80mV y luego se regreso a
+60mV. El registro respectivo muestra la ausencia de actividad eléctrica ante este pulso. Sin embargo, cambiando
el potencial a —140, se observa un incremento gradual en la corriente misma que alcanza un valor estacionario al
final del pulso (600ms). Esto se debe a que ahora los canales se han abierto y dejan pasar el CI'. La corriente
negativa representa la salida del CI" de la célula. Al final del pulso de —140mV los canales todavia estan abiertos,
por tal razén al cambiar rapidamente el potencial a +60mV cambiamos la polaridad de la fuerza impulsora para
el CI', lo que resulta ahora en entrada de CI, misma que se observa como corriente positiva. Sin embargo, la
corriente no es sostenida, ésta decae a cero. Esto se debe a que a este potencial la probabilidad de apertura de los
canales es cero.

1
8omv 60mV < 0 ,
\\\
A 0omv c 1 N
= 2 B
-© 3
-4
-140mV -

0 2(I)0_ 4(I)O 660 8(I)O
Tiempo (ms)

Figura 2.5. Corriente macroscopica a través de los canales CIC-2. En A se muestra el protocolo usado para
obtener los registros de corriente graficados en B. En todos los casos la célula se mantuvo a 0OmV y después se
aplicaron escalones de potencial desde -140 hasta 80mV con incrementos de 20mV, seguido de un escalon a
60mV.
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Figura 2.6. Dependencia con el voltaje del canal CIC-2. En A se muestra la curva | vs V,,. La corriente obtenida al
final de los escalones de potencial (599ms) mostrados fue normalizada utilizando la corriente registrada a -
200mV. En B se grafica la probabilidad de apertura aparente (simbolos) y el ajuste usando la Boltzmann.

2.4  Activacion e inhibicion por cambios en la concentracion de protones.

Varios experimentos han sido hechos para estudiar la dependencia que tiene el mecanismo
de apertura de este canal por efecto de cambios en las concentraciones de protones del
medio intracelular y extracelular **". Los resultados mas notables se obtienen cuando se
modifican las concentraciones de protones del medio extracelular ([H']e), mientras que los
cambios en las concentraciones del medio intracelular ([H'];) no han mostrado efectos
fuertes en el mecanismo de apertura. En la Figura 2.7-B se muestra la corriente obtenida
para diferentes concentraciones de protones y en la Figura 2.7-A se grafica la conductancia.
Como se puede apreciar el valor maximo de apertura se obtiene cuando el pH es 6.4,
mientras que para valores mas grandes (pH=10) y para valores pequefios (pH=5.5) la
conductancia tiende a disminuir. Esta observacién se aprecia de manera mas clara cuando
se grafica la conductancia normalizada en funcién del pH. En la Figura 2.8 se puede ver que
para cualquier voltaje, la conductancia incrementa cuando el pH se reduce de 10 a 6.4, pero
disminuye cuando el pH se reduce de 6.4 a 4.8. Esos resultados son compatibles con la
existencia de dos sitios de unién para el protén: S; y S, *°. El sitio S; corresponde al 4cido
glutdmico E213, el cual forma la compuerta del poro, mientras que el sitio S, recientemente
fue identificado como la histidina H538 que se localiza en el vestibulo extracelular de la

" La protonacién del sitio S, produce una disminucién en la conductancia

proteina
conocida como inhibicién, mientras que la protonacion del sitio S; favorece la apertura del

canal (Figura 2.9).
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Figura 2.7. Efecto del pH externo sobre la conductancia del canal de cloruro CIC-2.

En A: Curvas de G vs Vi para los diferentes pH externos. En B se muestran trazos

representativos de corriente idnica expuesta al pH que se indica en la parte superior
de cada registro. Las corrientes fueron registradas utilizando el protocolo de voltaje

que se muestra en figura 2.2A. En todos los casos: pHj=7.3 y [CI]i=[Cl]e=140mM.

1.0

0.8+

0.6

0.4

G/Gmax

0.2-

0.01

Vpy=-200mV

(K 3

Vp,=-20mV"

5 6 7 8 9 10
pH

Figura 2.8. Conductancia en funcién del pH extracelular. Cuando la concentracion
de protones se incrementa (se disminuye el pH) la conductancia aumenta hasta
alcanzar un maximo alrededor de 6.4, a partir de ahi la conductancia disminuye.
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Figura 2.9. Efecto de la protonacion de los dos sitios en la apertura del canal. A) Cuando
el sitio S; esta desocupado el canal esta cerrado. B) Cuando el sitio S; esta ocupado y el
sitio S, esta desocupado el canal esta abierto. C) Cuando el sitio S, esta ocupado el canal
esta inhibido.

Ademas de los cambios en la conductancia en el estado estacionario, los cambios en
el pH también modifican de manera importante la velocidad con la que los canales idnicos
se cierran, este efecto se muestra en la Figura 2.10, donde se grafica la conductancia
normalizada para diferentes valores de pH, se aprecia el tiempo necesario para que el canal
se cierre y es aumentado cuando se disminuye el pH, esto se observa en la Figura 2.10-B,

donde se grafican las constantes de tiempo en funcion del pH.

A -180mV +60mV B

150ms

Figura 2.10. Efectos cinéticos que produce la variacion de pH externo sobre la apertura y cierre del CIC-2. En A,
curso temporal de la conductancia normalizada para los valores de pH. B, constantes de tiempo del cierre del
canal en funcién del pH.
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2.5 Activacion por cambios en la concentracion de cloruro.

La apertura del canal CIC-2 depende del voltaje, del pH y de la concentracion de cloruro
intracelular ([CI'];). En la Figura 2.11 se grafica la conductancia normalizada para distintas
concentraciones de cloruro intracelular que van desde 10mM hasta 140mM. Como se puede
observar, la disminucion de la concentracion de cloruro intracelular provoca un corrimiento
de la curva de conductancia hacia voltajes negativos.

El aumento en la concentracion de cloruro intracelular también modifica la cinética
del canal CIC-2, en la Figura 2.12-A se grafica la conductancia normalizada para diferentes
concentraciones de cloruro, asi observamos que el incremento en la concentracion de
cloruro intracelular disminuye la velocidad con la que el canal se cierra, este efecto es

similar al observado al disminuir el pH (Figura 2.10-B).

10 40 80 140 200
%IM E¥
~ ] ]

<
5 T A L ST

[CI];=10
[CI]=140

021 [cn;=10 '
| [cig=140

-250 -200 -150 -100 -50 O 50 100
V_(mV)
m

Figura 2.11. Dependencia del canal CIC-2 con la concentracién de cloruro. Esta
grafica muestra la conductancia normalizada para varias concentraciones de
cloruro intracelular que van desde 10mM a 200mM. La concentracion de cloruro
extracelular en todos los casos fue de 140mM. Como se puede observar, la
disminucién de la concentracion de cloruro intracelular provoca un corrimiento
de la curva de conductancia hacia voltajes negativos.
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Figura 2.12. Efectos cinéticos que produce la variacion de [CI]j sobre la apertura y cierre del

CIC-2. A, Curso temporal de la conductancia normalizada para los valores de [CI']; indicados. B,
Constantes de tiempo del cierre del canal en funcion de [CI'];
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3 Planteamiento del problema y objetivos.

Los canales i6nicos CIC son activados por el voltaje de la membrana, sin embargo, la
dependencia con el voltaje de estos canales es un tema controversial, debido a que en ellos
no se ha logrado encontrar un sensor de voltaje intrinseco similar al de otros canales
activados por voltaje y a que su activacion esta fuertemente acoplada a la concentracion de
cloruro y al pH. Por este motivo, se piensa que la dependencia con el voltaje proviene del
movimiento de CI" y/o de H" dentro del canal. Para el canal CIC-2 se han propuesto
diversas ideas que intentan explicar su dependencia con el voltaje, dentro de las cuales estan
aquellas que sefialan que la apertura del canal requiere la unién de un proton y que esta
unién depende del voltaje, también se propone que la dependencia con el voltaje proviene
tanto de la union del protén como del movimiento de los iones de cloruro dentro del poro.
Aunque ambos planteamientos pueden explicar algunas de las caracteristicas del
mecanismo de activacion del canal, alin no queda clara la contribucién del CI'y del H a la
dependencia con el voltaje y su participacion en la activacion.
Los objetivos del presente trabajo son:

e Estudiar la contribucién del CI" y del H* a la dependencia con el voltaje del canal CIC-

2.
e Proponer un mecanismo de activacién del canal CIC-2 que tome en cuenta la

dependencia con el voltaje, la concentracion de cloruro y el pH.
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4 Resultados

El mecanismo de apertura del canal CIC-2 depende del voltaje, del pH extracelular y de la
concentracion de cloruro intracelular. Se ha propuesto que la dependencia con el voltaje de
los canales CIC-2 proviene principalmente del movimiento del proton dentro del canal.
Como se mencion0 anteriormente, el canal CIC-2 tiene dos sitios de unién para el proton, S;
y S, (Figura 2.9). El sitio S; corresponde al &cido glutamico E213, el cual forma la
compuerta del poro, mientras que el sitio S, corresponde a la histidina H538 que se localiza
en el vestibulo extracelular de la proteina !’. La protonacién del sitio S, produce una
inhibicion, mientras que la protonacién del sitio S; favorece la apertura del canal (Figura
2.8). La conductancia se puede escribir como:

G=N*g*P,,(1-P; ) =G, P.x @—Fs) (4.1)

donde Gnax(=N*g) es la conductancia maxima, P, representa la probabilidad de activacion
y Ps, es la probabilidad de ocupacion del sitio S,. Si la ocupacién del sitio S; activa al canal,
entonces P,=Ps;, donde Ps; la probabilidad de ocupacion del sitio S;.

La ocupacién del sitio S; incrementa la probabilidad de apertura del canal CIC-2 (Figura

2.7), el incremento puede explicarse de dos maneras:

A) Apertura del CIC-2 por el proton. En este caso la ocupacién del sitio S; ocurre
cuando el canal esta cerrado y esta ocupacién origina un aumento en la probabilidad
de que el canal pase del estado cerrado al estado abierto, por lo tanto, un incremento
en la concentracion de protones produce un aumento en la probabilidad de apertura.

B) Estabilizacion del estado abierto por el proton. En este caso la ocupacion del
sitio S; ocurre cuando el canal esta abierto y la ocupacion del sitio disminuye la
probabilidad de que el canal pase del estado abierto al estado cerrado y como
consecuencia, el incremento en la concentracion de protones generara un aumento

en la probabilidad de apertura.
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Los modelos cinéticos utilizados para estudiar la dependencia con el voltaje de este canal se

dividiran en las categorias previamente mencionadas.
4.1 Modelo para la inhibicion

Para simplificar el analisis de la dependencia con el voltaje, usaremos un modelo de
dos estados para la inhibicién (en este contexto el término inhibicion se refiera al proceso
contrario a la activacién). Como el sitio S, responsable de la inhibicion se encuentra en la

17
I

parte externa del canal ~', la inhibicion es independiente del voltaje y por lo tanto

esperamos que la eleccion de un modelo tan simple para la inhibicion no tenga efecto en el
estudio de dicha dependencia. EI modelo para la inhibicion lo representamos mediante el

siguiente esquema cinético:

S2<7‘52H
2-

Esquema 2

Donde [H]k2+ Y k- son constantes de velocidad; S, y S, representan el sitio ocupado vy sitio

desocupado, respectivamente.

Una forma alternativa de escribir el Esquema 2 es del siguiente modo:

K,
Sz Son
Donde K,(=kz./kz.) es la constante de disociacion del sitio S.

La probabilidad de que el sitio S, se encuentre ocupado esta dada por la expresion:

o _ 1
*14+(K, [[H])™ (4.2)

Donde n, estéa relacionado con el nimero de protones que podria unirsele al sitio.
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4.2  Apertura del canal CIC-2 por el proton.

En este apartado trabajaremos con modelos cinéticos en los cuales la ocupacion del sitio S;

favorece la apertura del canal.

4.2.1 Modelo de dos estados.

El primer modelo que se usé para describir la activacion es un modelo de dos estados, en
este modelo, el estado activado corresponde al sitio S; ocupado. (de igual forma que para el
sitio Sy):

Kl
Sl S1H

Esquema 3

En este esquema cinético, el sitio S; ocupado se representa por S;y Y el sitio desocupado por

S;. La probabilidad de activacion (protonacion del sitio S;) esta dada por:

Pz Lo 4.3
1+ K, /[H] (4:3)
Aqui K;(=k./k.) es la constante de disociacion del sitio S;.
Mediante las ecuaciones 4.1, 4.2 y 4.3 la conductancia se puede escribir como
1 1
G = Gmax * n (44)
@+ K, /TH]) 1+ ([H]/K,)™

Los parametros de este modelo fueron obtenidos utilizando dos ajustes
independientes. En el primer caso los parametros de la ecuacion 4.4 (ny, pKag=-log(K1) y
pKinn=-log(K>)) fueron obtenidos al ajustar las curvas de conductancias en funcién del pH
con la ecuacién 4.4. En la Figura 4.1 (izquierda) se muestran los ajustes (lineas continuas
con forma de campana) y los datos experimentales (puntos) para [CI'];=[Cl']¢ =140mM. En

el segundo caso la forma de obtener los parametros fue a traves de la parte que corresponde
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solo a la activacion del canal y que Gnicamente estaria representada por el primer término
de la ecuacion 4.4 (es decir, Gmax multiplicada por la ecuacion 4.3). En la misma Figura 4.3
(panel derecho) también se muestra el ajuste (lineas) a los datos experimentales para este
caso.

Un aspecto importante del modelo de dos estados es que predice que la protonacion
es dependiente del voltaje. Este hecho ha sido ya reportado por otros investigadores *’. Sin
embargo, la conclusion de la dependencia con el voltaje de la activacion por protonacion
presenta fallas, pues el modelo por si mismo al ser construido de ese modo supone dicha
dependencia, y la razon de esto reside en que en las constantes de velocidad de este modelo
se asume de entrada la dependencia con el voltaje de la activacion por protonacién. La

Figura 4.2 muestra el comportamiento del pK de activacion en funcién del voltaje.

4 5 6 7 8 9 10 200 -100 0 100
pH V. (mv)

Figura 4.1. Ajustes a los datos experimentales usando la expresion para la conductancia obtenida a partir del

modelo de dos estados para la condicion de [CI]j=[Cl]e =140mM. Cada una de las curvas de campana en el
panel izquierdo representan el ajuste hecho para distintos valores de voltaje de membrana que van desde -
20mV hasta -200mV con pasos de -20mV. La parte que corresponde solo a la activacion del canal es mostrada
en el panel derecho y los ajustes a los datos son hechos para valores de pH entre 10y 6.4.
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Figura 4.2. Comportamiento del pK en funcion del voltaje de membrana. EI modelo
de dos estados predice una dependencia con el voltaje del pK de activacion (pKAct).
Los cuadros son los valores obtenidos para el pKAct a través de las curvas con forma
de campana y la linea continua representa los valores que se obtuvieron a través de
la parte que comprende solo la activacion. Por otro lado, el pK de inhibicion (pKinh)
es practicamente constante ante cambios de voltaje.

Otra de las fallas del modelo se encuentra en la prediccion sobre el tiempo de cierre del

canal bajo efectos de cambios en pH. ElI modelo de dos estado predice que la constante de

tiempo de cierre del canal esta dada por:

7. =1/k,

Como se puede ver la constante de tiempo no muestra una dependencia con la

concentracion de protones y esto no estd de acuerdo con

experimentalmente.

4.2.2 Modelo de tres estados (C-Cy-Oy).

lo que se observa

A pesar de las fallas que presenta el modelo de dos estados, no se puede descartar

definitivamente en esta etapa que la protonacion del sitio S; sea el primer paso para la

| 27



apertura del canal CIC-2, esto nos conduce a proponer una extension de dicho modelo la

cual es presentada en el siguiente esquema cinético:
K¢ a
<>
C - Cy, Oy

Esquema 4

En este modelo, el protdn se une al canal (estado Cy) y eso favorece la transicion
hacia un estado abierto (Oy). La probabilidad de activacion para este modelo esta dada por

la ecuacion:

b _ 1
1+ Bla+(Bla)lKe I[H])

(4.6)

Con a, p constantes de velocidad, Kc(=k+/k.) la constante de disociacion para (C) y [H]

representa la concentracion de protones del medio extracelular.

La constante de tiempo de cierre del canal queda determinada por:

TR = (4.7)

Al igual que en el caso del modelo anterior, la constante de tiempo no muestra dependencia
con la concentracién de protones y esto es un indicador que ayuda a descartar el modelo

para el resto del analisis.

4.2.3 Modelo de tres estados (C-O14-O2n).

Otra variante del modelo de dos estados, estd representado por el siguiente esquema

cinético:
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Ko $
C Oy Oy

Esquema 5

En este modelo, el canal pasa del estado cerrado (C), al estado abierto (O1y) por efecto de
protonacién, la protonacion del canal favorece la transicion hacia el segundo estado abierto
(O2n).

La probabilidad de apertura (activacion) para este modelo es la suma de la
probabilidad de los estados O14 Yy Ozn. Tanto la probabilidad de apertura Paet y las dos
constantes de tiempo 1., Y tc, de este modelo, se pueden encontrar resolviendo la ecuacién
(1.12)

P = (a+,B)
" (a+pB)+B*k_[HIK, 4.8)

70, =2([HIK, +a+k_+ B+ [([HK, +a+k_+B)* —4k_*f+[HK, *(@+p) 4.9

70, =2M(HK, +a+k_+B-[([HK, +a+k_+B)* ~4(k_* f+[HK, *(a+B)) (4.10)

Para que el canal se cierre se debe cumplir que pg*k. >> [H]k:*(atp) obtenida de la
ecuacion (4.8) y si k. es mucho mayor que [H]ks, a, g se puede llegar a qué:

\

7, 2 20(k_+ (k)2 - 4(k_* B)) (4.12)

4 \

7, 220k~ (k)2 - 4(k_* B)) (4.12)
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Una vez mas, la constante de tiempo de cierre no presenta dependencia con la
concentracion de protones, por lo tanto las predicciones que puedan resultar de la aplicacion
de este modelo no estaran de acuerdo con lo que se obtiene a partir de la informacion

experimental, al menos no respecto al comportamiento de la constante de tiempo de cierre.

4.2.4 Modelo de Niemeyer.

Finalmente, en el marco de modelos en los cuales el canal requiere de la protonacion como
primer factor para activarse se presenta un modelo un poco mas complejo, en él se
incorpora el efecto de los iones de cloruro en el mecanismo de apertura del canal.

Este modelo asume que a partir de un estado cerrado (C), el canal podria pasar a otra
configuracion cerrada pero con un ién de cloruro adherido (C®'). En esta configuracion el
canal puede acceder a un estado cerrado protonado (C®), y eventualmente pasar al estado

abierto (O%'y) como lo indica el Esquema 6.

Kei

C-—

a
Cl Kh Cl SRS Cl
cC ——Cy - 0O,
Esquema 6

Para este modelo la probabilidad de activacion y la constante de tiempo de cierre son:

- 1 (4.13)
1Bl B+a)(KE THDA+K [IC17T,)

_ 1.1
ﬂeff ﬂ

T (4.14)

Donde a, B, son constantes de velocidad, K, K¢, constantes de disociacion, [CITi y [H]
son las concentraciones de cloruro intracelular y protones del medio extracelular,

respectivamente.

| 30



En resumen, construir modelos en los que la ruta de activacién del canal requiera como
primer factor el efecto de protonacion no proporcionard informacion correcta sobre el

comportamiento de parametros importantes asociados al mecanismo de apertura del canal.

4.3 Estabilizacion del estado abierto por el proton.

Tomando en cuenta lo anterior, hemos propuesto que la funcidn del proton en el proceso de
activacion del canal es la de un modulador, es decir, una vez que el canal se encuentre en el
estado abierto, la protonacion del sitio S; favorecerad dicha configuracion. Teniendo como

base lo anterior se construyeron algunos modelos que se presentan a continuacion.

4.3.1 Modelo de tres estados (C-O-Oy).

Supongamos que el canal se encuentra en su estado cerrado (C) y que pasa directamente a
un estado abierto (O), cuando se le une un protén puede acceder a un nuevo estado abierto

(On), véase el Esquema 7.

a Ko
C -0 0,

Esquema 7

La probabilidad de activacion para este caso sera igual a:

1+[H]/ K,
act = (4.15)
1+ pla+[H]/K,
La constante de tiempo . esta dada por:
1 1+[H]/ K,
T~ = 416
© ﬂeff ﬂ ( )
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Siendo «, S, constantes de velocidad, Ko constante de disociacion y [H] la concentracion de

protones del medio extracelular, respectivamente.

A diferencia de los modelos anteriores éste modelo predice que la constante de tiempo
depende de la protonacion lo cual esta de acuerdo con lo que se observa experimentalmente.
La Figura 4.3 (panel izquierdo) muestra los ajustes de la conductancia usando este modelo,
asimismo, en dicha figura (panel derecho) se puede ver los ajustes obtenidos de la parte que
solo corresponde a la activacion. En contraste al modelo de dos estados, el pK de activacién
no muestra gran cambio con el voltaje, lo cual se muestra en la Figura 4.4 (izquierda).
Ademas, otra de las predicciones importantes es que el comportamiento de las constantes de
velocidad depende del voltaje y tiene un comportamiento exponencial (panel derecho de la
Figura 4.4).

1.01

0.81

0.61

G/Gmax
G/Gmax

0.41

0.2
*
pH=10

0.01

4 5 6 7 8 9 10 200 -100 0 100
pH V,(mV)

Figura 4.3. Ajustes a los datos experimentales usando la expresién para la conductancia obtenida a

partir del modelo de tres estados C-O-Oy para la condicion de [CI]j=[Cl']e =140mM. Cada una de
las lineas en el panel izquierdo representa el ajuste hecho para distintos valores de voltaje de
membrana que van desde -20mV hasta -200mV con pasos de -20mV. La parte que corresponde
solo a la activacion del canal es mostrada en el panel derecho y los ajustes a los datos comprenden
un rango de pH entre 6.4 y 10.
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Figura 4.4. Valores de los pardmetros obtenidos al usar el modelo de tres estado C-O-Oy. El
comportamiento para el pK de activacion (pKAct) obtenido con base a las curvas en forma de
campana no muestra grandes cambios con el voltaje (circulos semillenos) de acuerdo a este
modelo. Mas aun, dicho comportamiento es constante acorde a lo derivado de la parte que solo
contempla la activacion. En el panel derecho se grafican los valores de la razén de las constantes de
velocidad para los dos ajustes realizados independientemente.

Del curso temporal de la conductancia se puede determinar los valores de la
constante de tiempo de cierre del canal. En la Figura 4.5 se grafican dichos valores (puntos)
junto con la curva que resulta de la expresion para la constante de tiempo de cierre que

predice el modelo.

100+

801

60 4

17.(ms)

C

401

20

Figura 4.5. Valores de la constante de tiempo de cierre en
funcion del pH. El modelo de tres estados solo es capaz de
reproducir la tendencia de los valores de la constante de
tiempo de cierre para un rango de pH mayor a 6.4.
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4.3.2 Modelo de cuatro estados (C-0)-(C-O)x.

Otro modelo que se puede construir bajo el margen de ideas considerado en esta seccion es
uno en el cual se propone que el canal podria acceder a cuatro estados. En el Esquema 8 se
muestra el arreglo de estados. El canal podria activarse por dos rutas: la primera de ellas es
pasar directamente de un estado cerrado (C) al estado abierto (O) y estando en este estado
abierto puede transitar a un estado abierto protonado (Oy). La segunda ruta de activacion es
pasar a una configuracion cerrada protonada (Cy) partiendo de un modo cerrado (C) y

eventualmente alcanzar el estado abierto (Oy).

o
—
—0

< e

Esquema 8
La probabilidad de apertura en este caso es:
(1+[H]/K,)

Faot = L+[H]/ K, XA e i+[HTK, ) (4.17)

Con a, p constantes de velocidad, Ko, Kc constantes de disociacion y [H] la concentracion

de protones del medio extracelular.

La conductancia G para esta situacion adopta la siguiente forma:

_ 1+[H]/ K, 1
G "G"‘“[(1+[H]/ Ko)+(8/ afi+[H]/ KC)][1+([H]/K2)”Z] (4.18)
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En la Figura 4.6 (panel izquierdo) se muestran los ajustes al usar las expresiones obtenidas

de este modelo y las predicciones sobre el pK de activacion (panel izquierdo) y el

comportamiento de las constantes de velocidad (panel derecho) se muestra en la Figura 4.7.

1.0 V,,=-200mV 1.04 pH=6.4
0.81 0.8-
x 0.61 A = 0.61
© <
£ £
O 0.4 O 0.4
o O
0.2 1 0.2
< ) §
pH=10
0.0 V,=-20mV 0.0
4 5 6 7 8 9 10 -200 -100 0 100
pH V,,(mv)

Figura 4.6. Ajustes a los datos experimentales usando la expresion para la conductancia
obtenida a partir del modelo de cuatro estados (C-O)-(C-O)y para la condicion de

[CI]j=[Cl]e =140mM. Cada una de las lineas en el panel izquierdo representa el ajuste
hecho para distintos valores de voltaje de membrana que van desde -20mV hasta -200mV
con pasos de -20mV. La parte que corresponde solo a la activacion del canal es mostrada en
el panel derecho y los ajustes a los datos.

10+

pK

& pKAct
e pKinh
a & © S,
6 & B
e o °

160+

120-
3 80
XQ

40

® fla

44— T T T
-200 -160 -120 -80

V,,(mv)

-40

0

200 -160 -120 -80
V,,(mv)

40

0

Figura 4.7. Las constantes de velocidad presentan un comportamiento voltaje-
dependiente de caracter exponencial (panel izquierdo). Predicciones de los modelos de
tres estados C-O-Oy (linea punteada) y el modelo de cuatro estados (C-O)-(C-O)y (linea
continua) son mostrados en el panel derecho.

En términos de los ajustes y las predicciones sobre el comportamiento de las constantes de

velocidad y el pK, este dltimo modelo seria muy parecido al modelo de tres estados

previamente presentado, pero las predicciones sobre el comportamiento de la constante de
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tiempo de cierre son mejores en términos de este modelo con cuatro estados como lo
muestra la Figura 4.8.

100+

801

60 -

rc(ms)

40-

20

Figura 4.8. Valores de la constante de tiempo de cierre en
funcion del pH. El modelo de cuatro estados es capaz de
reproducir la tendencia de los valores de la constante de
tiempo de cierre.

Para propdsitos de una comparacion mas clara en la Figura 4.9 se presentan los
valores calculados para la constante de tiempo de cierre y los ajustes que predicen los
modelos de tres estados C-O-Oy y cuatro estados (C-O)-(C-O)u.

N
o

Figura 4.9. Comparacion entre las predicciones del
modelo de tres estado C-O-O (linea punteada) y el
modelo de cuatro estados (C-O)-(C-O)y (linea continua)
respecto al comportamiento de la constante de tiempo de
cierre del canal CIC-2.
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4.4  Activacion del canal CIC-2 por cloruro y protones (Modelo I).

A pesar de que el flujo de iones que atraviesa la membrana celular representa un proceso
electrodifusivo, los iones no se difunden libremente a través del poro. En vez de ello, los
iones se detienen en ciertos puntos o sitios del canal y su presencia en él tiene considerables
efectos en el paso de otros iones. Como se menciono6 en el Capitulo 2, en el intercambiador
de la Escherichia coli (EcCIC) se ha mostrado que existen tres sitios de union de iones que
forman la ruta de conduccion, asi que al considerar la hip6tesis de que también en el canal
CIC-2 existen los sitios de unidn en la ruta de conduccion para los iones es posible construir
algunos modelos que describen la activacion del canal CIC-2. Teniendo esto en cuenta se
construyé un modelo que considera los sitios de union de los iones de cloruro (circulos
vacios, Esquema 9) y la propuesta preliminar es que la ruta de activacion comprende tres
estados, cerrado (C), abierto (O) y abierto protonado (Oy). Con esta configuracion inicial se
construye un modelo un poco mas complejo al suponer que los iones de cloruro podrian
unirse o separarse al sitio disponible, este hecho origina que existan entonces otros posibles

estados de transicion.

ext C Oy

KH,

int
Esquema 9

En el esquema a, /3 representan como antes a las constantes de velocidad y K™ es la razon

de disociacién de la configuracion abierta.

Supongamos que el canal se encuentra en el estado cerrado (O), existe la posibilidad
de que un ién de cloruro que se mueve desde la parte interna de la célula (int) se pueda unir
a un sitio disponible y asi el canal transite a un nuevo estado abierto con cloruro (Ocj) como

se ilustra en el Esquema 10.
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Esquema 10

Aqui ki, ko1, Koz, k32 son las constantes de velocidad.

Pero no solo para el estado cerrado (O) puede ocurrir lo antes descrito, sino que
también cabe la posibilidad de que los estados cerrado (C) y abierto protonado (Op)
transiten a estados con cloruro. De hecho también puede ocurrir que iones de cloruro que
provengan del medio extracelular pueden acceder o competir por los sitios de union. Ambos
efectos son considerados en el modelo via las constantes de velocidad como se puede
apreciar en el esquema anterior.

Bajo el margen de las ideas expuestas y que son reflejadas en los Esquemas 9 y 10
se puede llegar a una configuracion que toma en cuenta todas las posibilidades de transicién
permitidas por las suposiciones hechas. EI Esquema 11 representa la configuracion final del

modelo que contempla activacion por efectos de protonacion y cloruro.
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ext

afcu KHO

N Hlicr

i

k.., kCl.. koo, || Ko ko, ks

ext C ®)

" KH, S

B

int

Esquema 11

Aqui a, B, KMo, ks, kK%. son las constantes de velocidad y fepr, fciz Son factores de

interaccidn y ademas se tiene que:

kS =k, [CI7]. +k,,[CI"] (4.19)
kS =k, [CI]./ £y, (.20
kS =k, fop (4.21)

k' =Ky, +Ky, (4.22)
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Para conocer las predicciones que se obtienen del modelo, la manera de proceder

para esta situacion seré diferente. Al incorporar directamente el esquema cinético (Esquema

11) en el programa IChMASCOT ¢ se calculan los valores de las constantes cinéticas

necesarias para simular el comportamiento de la corriente macroscopica, las constantes de

tiempo de cierre, etc. La Tabla 1 contiene los valores estimados por el programa

IChMASCOT para las constantes que aparecen en el modelo representado en el Esquema

11.

Por otro lado, la Figura 4.10, Figura 4.11 y Figura 4.12 muestran las simulaciones

de la corriente macroscoépica, los cambios de la conductancia por efectos de variacion del

pH extracelular, concentracién de cloruro intracelular y los cambios de la constante de

tiempo de cierre por efectos de pH extracelular y cambios en [CI;, respectivamente.

Parametro Valor o expresion Parametro Valor o
expresion
—p1+VdiF
k12 vxe plZRT ! pK 8
k —(1=S)-VdyF o 0.11s*
21 vxe 2RT
—(pp=S)+V(A-dF -1
k23 pxe (P2 %RT( 1) B 475.8s
k32 - e%w feu 126
b, 10 RT fro 12
p, 5RT
s, -5 RT
d, 0.2

Tabla 1. Valores estimados de las constantes cinéticas correspondientes al modelo 1 representado por el Esquema

11.
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30mV

60mV

200 ms

-200mV

Figura 4.10. Simulacién de la corriente macroscopica al incorporar el modelo 1 en el programa IChMASCOT. En
B se observa el comportamiento de la corriente macroscdpica del canal CICI-2 para el protocolo de estimulos de

voltajes que se muestra en A.

[CI1,=[CI]=140mM

0.04 - v v T
-200 -150 -100 -50 O
Voltaje (mV)

pH=7.3, [CI],=140mM

[CI]j=10mM
04

-200 -150 -100 -50 O
Voltaje (mV)

0
50 100

0
50 100

1.04 1.0
0.8 0.8
0.6 0.64
¥ £
= ClI7;=200mM 2 CI],=200mM
o i 3
a 0.4 O 0.4 [Cl]e=10mM
0.2 0.2

04 = - - - v
-200 -150 -100 -50 O

pH=7.3, [CI1.=140mM

Voltaje (mV)

50 100

Figura 4.11. Activacion del canal CIC-2 por efectos de pH extracelular y [CI-]j. En el panel izquierdo de esta figura
se muestran las simulaciones del comportamiento de la conductancia por efectos de cambios en el pH externo que
predice el modelo I, mientras que en el panel central son mostradas las simulaciones del comportamiento de la
conductancia por efectos de variaciones en la concentracién de [CI-]j. En el panel derecho se muestran las
simulaciones del comportamiento de la conductancia por efectos de cambios en [Cl-]e que predice el modelo. Como

se puede ver, el modelo es capaz de reproducir correctamente las tendencias del comportamiento de la
conductancia.

| 41



[CI1,=[CI=140mM pH=7.3, [CI']e:140mM pH=7.3, [CI']=140mM

-180mv +60mV -180mv +60mV -180mvV +60mV
T e R

[CI];=200mM [CI]g=200mM

[Cl1=10mM [CI],=10mM
60+ 601
100+ 504 504
80 o &
P £ 40 §6 40+
= 60 Po e
~0 30+ 30+
© 40
20 20+ 20
0 r r T T 10 r r r r 10 r r r r
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pH [CIT; (mM) [CI], (mM)

Figura 4.12. Predicciones del modelo | respecto al comportamiento del curso temporal de la conductancia y la
constante de tiempo de cierre. En A se puede observar los cambios en el curso temporal de la conductancia al

variar la concentracion de protones del medio extracelular, [CI7]; y [Cl]e, respectivamente. Por otro lado, en B se
muestra la tendencia de la constante de tiempo de cierre por efecto de modificar las concentraciones de protones,

[CITiy [Cle.

4.5 Activacion del canal CIC-2 por cloruro y protones (Modelo II).

El modelo presentado arriba muestra buenos resultados en el sentido de que reproduce la
tendencia de la corriente macroscépica y el comportamiento de la conductancia ante efectos
de pH extracelular y variaciones en [CI]; y [CIT]e. En lo que respecta a la constante de
tiempo de cierre, vemos que el modelo reproduce parcialmente su comportamiento, esto es,
para rangos de pH por arriba de 6.4 el modelo esta de acuerdo con los datos experimentales,
mientras que para valores de pH menores el modelo muestra incongruencias con la
informacidn obtenida de manera experimental. Para resolver la situacion se consideré que el
canal podia acceder a un estado mas, dicho estado corresponde a la configuracion cerrada
del canal pero protonada (Cy). Al incluir el arreglo cerrado protonado (Cy) implica también
incluir su correspondiente configuracion que contiene un cloruro (C¢ ). EI modelo final

gueda como se muestra en el Esquema 12.
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afcinfy

ko, || KO, KO, || KOl KClo | KCIo. kClo | KCIo,.

p

Esquema 12

Donde a, B, k“c., k®c. son constantes de velocidad y Ko, K¢ son las razones de

disociacién de la configuracién abierta y cerrada, respectivamente.

En términos generales este modelo mejora el comportamiento de la cinética de
activacion del canal CIC-2 y la muestra mas evidente de dicha mejoria est4 relacionada con
el comportamiento de la constante de tiempo de cierre del canal. La Tabla 2 muestra el
valor de las constantes cinéticas estimadas por el programa IChMASCOT. Las predicciones
que se obtiene del modelo de cuatro estados (C-O)-(C-O)y con cloruro se presentan en el

conjunto de figuras mostradas abajo.
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Parametro Valor o expresion Parametro Valor o expresion
—p1+VdiF

k, - e% pK 7.9
k (1 =S)-VdiF o 0.06s™
21 vxe 2RT

—(p2=S)+V(—-dF -1
k23 vxe (p2 %RT( 1) B 2205
K., - ew feu 151.6
P, 10RT for 8.4
p, 5RT fu 8.46
s, -5 RT
ds 0.2

Tabla 2. Valores estimados de las constantes cinéticas correspondientes al modelo 11 con cloruro representado por
el Esquema 12.

30mV 60mV

-200mV

200 ms

Figura 4.13. Simulacién de la corriente macroscopica al incorporar el modelo Il en el programa IChMASCOT.
En B se observa el comportamiento de la corriente macroscopica del canal CICI-2 para el protocolo de estimulos
de voltajes que se muestra en A.
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[CI1,=[CI1=140mM pH=7.3, [CI],=140mM pH=7.3, [Cl]=140mM
1 1.0 1.04

0.84 0.84

0.6 0.6
E E
2 [CI1=200mM 2 [CI],=200mM
O 0.4 O 041 [cI],=10mM
0.2 0.2

[CI]=10mM

0.0¢ — v v v 0.0- 0.04 — v v v v v .

-200 -150 -100 -50 O 50 100 -200 -150 -100 -50 O 50 100 -200 -150 -100 -50 O 50 100
Voltaje (mV) Voltaje (mV) Voltaje (mV)

Figura 4.14. Activacion del canal CIC-2 por efectos de pH extracelular y [CI-]j. En el panel izquierdo de esta
figura se muestran las simulaciones del comportamiento de la conductancia por efectos de cambios en el pH
externo que predice el modelo Il, mientras que en el panel central son mostradas las simulaciones del
comportamiento de la conductancia por efectos de variaciones en la concentracion de [CI-]j. En el panel derecho

se muestran las simulaciones del comportamiento de la conductancia por efectos de cambios en [Cl-]e que
predice el modelo.

A [CI.=[CI];=140mM pH=7.3, [CI],=140mM pH=7.3, [CI];=140mM
-180mV +60mV -180mV +60mV -180mV +60mV
B ———————— L > | e

1.2200mM _ [CI],=200mM
[CIT=10mM [CIT,=10mM
120- 60- 60+
100 50+ 50+
- 801 —~ 40; - 401
E 601 E E
® 40l = 30+ — 30+
20 20 20
0 ——— 10 . . . . 10 . . . .
5 6 7 8 9 10 0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
pH [CIT, (mM) [CI], (mM)

Figura 4.15. Predicciones del modelo 11 en relacién al comportamiento del curso temporal de la conductancia y la
constante de tiempo de cierre. En A se puede observar los cambios en el curso temporal de la conductancia al

variar la concentracion de protones del medio extracelular, [CI]j y [Cl]e, respectivamente. En B se muestra la
constante de tiempo de cierre en funcion de las concentraciones de protones, [CI]jy [Cl]e.
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4.6 Acoplamiento del mecanismo de apertura y la permeacion en el canal
CIC-2.

En el modelo cinético que se propone para describir la activacion del canal CIC-2 (esquema
12), la apertura del canal es favorecida por la protonacion del sitio S; y por la ocupacion de
un sitio interno del canal (sitio S) por el cloruro. Debido a que el sitio S forma parte de la
ruta de conduccion, entonces la apertura del canal CIC-2 esta acoplada con la permeacion.
Esta propiedad contrasta con la descripcién clésica de los canales ionicos, en la cual, el
mecanismo de apertura y permeacion se consideran como propiedades independientes. La
permeacion de los iones cloruro se puede describir mediante las barreras de energia que
deben superar los iones para atravesar el canal i6nico. En la Figura 4.16-A se muestran las
barreras de energia utilizadas en el esquema cinetico 12 cuando el voltaje de membrana es
100mV, OmV y -100mV. Como se puede apreciar, el sitio S se encuentra cerca de la parte
extracelular, por lo que, los cambios en el voltaje tienen un impacto mayor en la barrera de
energia intracelular. En la Figura 4.16-B se muestra la probabilidad de ocupacion del sitio S
en funcion del voltaje para diferentes concentraciones de cloruro. Los cambios en la
concentracion de cloruro intracelular modifican de manera importante la ocupacion del sitio
S (panel iszquierdo), en contraste, los cambios en la concentracion de cloruro extracelular

tienen poco impacto (panel derecho).
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Figura 4.16. Estimacion de las barreras de energia necesarias para acceder al sitio de union S y su probabilidad

de ocupacion por efectos de cambios en [CI]j y [Cl]e. En A se puede ver la estimacion de las barreras de
energia para estimulos de voltaje de 0OmV, 100mV y -100mV hechas a partir del programa IChMASCOT . En B

se muestra la probabilidad de ocupacién del sitio S en funcién del voltaje y de los cambios de [CI]; (panel
izquierdo) y para los cambios de [Cl]e (panel derecho).
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4.7 Discusion

La dependencia con el voltaje de los canales CIC es un tema controversial, esto se debe a
que en estos canales no se ha logrado encontrar un sensor de voltaje intrinseco similar al de
otros canales activados por voltaje y a que la activacion estd fuertemente acoplada a la
concentracion de cloruro intracelular y el pH extracelular. Por este motivo, se piensa que la
dependencia con el voltaje proviene del movimiento de CI" y/o de H* dentro del canal. Sin
embargo adn no se ha logrado identificar la contribucion a la dependencia con el voltaje del
Cly del H".

En este trabajo se realiz6 un estudio cinético de la activacion del canal idnico CIC-2,
inicialmente estudiamos la posibilidad de que la protonacion del canal fuera el primer paso
para la activacion, todos los modelos estudiados con estas caracteristica presentaron una
descripcion razonable de la conductancia en estado estacionario, sin embargo, fueron
incapaces de describir los cambios en la cinética de cierre del canal para diferentes valores
de pH. EIl siguiente paso consistio en suponer que la protonacién ocurre después de la
apertura del canal y por lo tanto, la funcién del H" es no de facilitar la apertura del canal,
sino de estabilizar el estado abierto. Los modelos con esta propiedad fueron capaces de
reproducir tanto la conductancia en estado estacionario como la cinética del cierre del canal.
Con estos modelos se encontrd que la contribucion a la dependencia con el voltaje del H*
era casi despreciable, por lo que sugirieron que el movimiento del cloruro dentro del canal
es el responsable de la mayor dependencia con el voltaje del canal. Para estudiar la
dependencia con el voltaje del movimiento de cloruro, se construy6é un modelo que toma en
cuenta tanto la permeacion como el gating, por simplicidad se supuso que el canal esta
formado por solo un sitio de unién al cloruro. Con este modelo se logré reproducir el curso
temporal de la activacion, la conductancia en estado estacionario y la cinética de cierre.
Segun el modelo propuesto, cuando el canal esté cerrado y se aplica un voltaje negativo, la
probabilidad de ocupacion del sitio de cloruro aumenta, una vez ocupado el sitio, ocurre
una repulsion entre el cloruro y la compuerta (&4cido glutamico) favoreciendo la apertura del
canal. En el estado abierto, también se encontré que la probabilidad de ocupacidon del sitio
de cloruro es favorecida por voltajes negativos, en estas condiciones, la ocupacion del sitio
interno del canal por el cloruro dificulta el cierre del canal debido a una repulsion entre el

cloruro y la compuerta. Por tal motivo, los voltajes negativos favorecen la apertura del
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canal, estabilizan su estado abierto al impedir que la compuerta se cierre y como
consecuencia la probabilidad de apertura a voltajes negativos es alta, tal y como se observa
experimentalmente. Para voltajes positivos, cuando el canal se encuentra en el estado
abierto el sitio de cloruro tiene una probabilidad pequefia de ocupacion, por lo que el canal
se puede cerrar libremente y la probabilidad de apertura es muy pequefia. Es importante
sefialar que en el modelo de activacion propuesto en este trabajo, es un modelo que toma en
cuenta tanto la permeacion como el gating, ningin modelo conocido tiene la caracteristica
de considerar simultaneamente las dos propiedades méas importantes de los canales ionicos,

su permeacion y gating.

4.8 Trabajo a futuro

Es importante mencionar que a pesar del éxito del modelo en reproducir los datos
experimentales, en el modelo se ha considerado solamente uno de los tres sitios de union
que existen en el canal. Para lograr una descripcion mas fina de los resultados
experimentales, es necesaria la incorporacion de los sitios de uniéon no considerados.
Ademas de las observaciones experimentales descritas en este trabajo, existe también un
efecto anomalo en la conductancia cuando la solucion intracelular estad formada por
diferentes tipos de iones permeables *°, el estudio de dicho efecto es una extensién natural
de este trabajo, en donde ademas de ser necesaria la inclusion de todos los sitios de union al

cloruro se requeriria tomar en cuenta los sitios de unién de otros iones.
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