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Canales lénicos voltaje-dependientes

Son proteinas membranales, sensibles a cambios en el potencial de membrana que permiten la permeabilidad de
iones a través de la membrana con una alta selectividad. La respuesta de un canal a un estimulo consiste en
cambios conformacionales que llevan a la apertura o cierre del canal. Es importante el estudio de los canales ya que
tienen un papel central en la propagacién y transduccién de sefiales ya que se encargan de mediar la sefializacién

eléctrica en nervios, misculos y sinapsis.
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FIgU A’ Representacién esquematica de un canal en sus estados abierto y cerrado.
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Canales de KT

@ Tienen 4 subunidades idénticas, que rodean un poro central.

@ Cada subunidad contiene 6 segmentos transmembranales (S1-S6), las regiones
N-terminal y C-terminal se encuentran en la parte intracelular de la membrana.

@ El filtro de selectividad esta formado por una helice entre S5 y S6.

@ El sensor de voltaje se encuentra en la regién S4 y tiene muiltiples cargas
positivas.
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Figura: izq. Estructura esquemitica de un canal de KT der. El canal de Potasio KcsA.
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canismo de compuerta del Canal

La secuencia de eventos que da lugar a la apertura del poro del canal involucra el movimiento de particulas
cargadas sensibles a cambios en el potencial de membrana. Al pasar de un estado cerrado a un abierto, ocurre un
cambio conformacional en la proteina.

b hypothetical closed

FIgU A Representacién esquematica del cambio conformacional que da origen a la apertura de un canal de
potasio. Cada cambio puede ser representado esquemdaticamente como:
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diciones de la actividad

un Canal
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(a) Corrientes i6nicas: Registros de
la actividad de varios canales, mues-
tran un aumento en la conductan-
cia en respuesta a una depolarizacién.
Potenciales de membrana mas positi-
vos no solo aumentan la conductan-
cia del estado estacionario , sino que

también aumentan la rapidez a la que

se alcanza su valor final.

(b) Corriente de un canal unitario:
Registros de la actividad de un sélo
canal. En estos registros se puede ob-
servar como un canal va del estado
cerrado al abierto instandneamente.
Se puede obtener informacién acerca
de la probabilidad de apertura como

funcién del potencial de membrana.
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(C) Corriente de compuerta: Se de-
ben a un cambio en el potencial de
membrana, pero se registran en au-
sencia de corrientes idnicas. De estas
se puede obtener informacién acerca
de los cambios conformacionales que
ocurren mientras el canal va del esta-

do cerrado al abierto.
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Patch Clamp

La técnica de patch clamp permite detectar la corriente iénica que fluye a través de un
canal en una membrana bioldgica. Su objetivo es aislar electricamente un parche de
membrana para registrar la corriente que fluye a través del parche.
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FIgU Ia. Diagrama de un experimento de Patch-Clamp: Se presiona una micropipeta, llena de solucién
conductora, contra la membrana celular y se aplica succién hasta formar un sello con una resistencia aproximada de
10G. La solucién con la que se llena la pipeta, esta en contacto con un electrodo de plata clorurado, que conduce la
corriente hasta un amplificador, de esta manera se logran registrar las corrientes que fluyen a través del parche. La
resistencia de los sellos debe ser alta para aislar efectivamente el parche de membrana celular y para disminuir el
ruido del registro, esto a su vez permite obtener una buena resolucién temporal de corrientes de canales unitarios,
cuya amplitud es del orden de 1 pA.
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Configuraciones de Patch-Clamp
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(a) Micropipeta en contacto con una célu- (b) Posibles configuraciones de Patch-Clamp
la, correspondiente a una configuracién on-

cell
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Marco teorico tradicional

Modelo de Markov

El enfoque convencional que se ha dado al modelaje de la activacién de los canales
idnicos esta basado en el uso de diagramas de estado, donde cada estado representa
una conformacién distinta de la proteina (Modelos de Markov).

g ap QN—1 «
G = G = G... Cnv_2 = Cn_1 =— On
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Las constantes de apertura y cierre del canal, «; y B;, son tomadas como funciones
exponenciales del potencial de membrana V/, escalado por las cargas parciales q,; y

qBi-
(V) = e#iV/KT

Un problema con este modelo es que se requiere un gran nimero de estados cerrados
para explicar el tiempo de retraso entre la depolarizacién y la apertura del canal, pero
un nimero tan grande de conformaciones discretas no suena realista desde un punto
de vista fisico.
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Mediciones experimentales

Registros en Shaker wt

Se estudia el canal i6nico Shaker wt IR, expresandolo en ovocitos de la rana Xenopus laevis. EIl cRNA se inyecta
en los ovocitos y se registran las corrientes idnicas utilizando la técnica de patch-clamp, a distintos potenciales de
membrana, hasta 260mV.
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Flgu ra: Protocolo de doble pulso utilizado en las mediciones experimentales
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(a) Registro con V=20mV (b) Registro con V=220mV
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Medicién de la constante de Apertura a partir de los datos experimentales

Se ajusta una exponencial a cada pulso a diferentes intervalos de repolarizacién, de
este ajuste se obtiene la constante de apertura del canal.

OéN(V) — eznV/kT

V=240mV [ |

nA
A

~

(C) Registro de corriente iénica a V= 240 mV (d) Trazo a 240mV con un intervalo de repolarizacién

de 64,19us
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Resultados Experimentales
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(f) Constante de apertura en funcién del Voltaje Aplicado
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(g) Constante de apertura a un intervalo de
repolarizacién de 30,95useg

(h) Constante de apertura a un intervalo de

repolarizacién de 37,15 seg
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(I) Constante de apertura a un intervalo de (_j) Constante de apertura a un intervalo de

repolarizacion de 44,58 useg repolarizacién de 53,49 useg
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Modelo Continuo

Difusi

La base de este modelo es pensar que la cinética de activacién de un canal es
equivalente al movimiento Brownino de una particula de cargada que se difunde a
través de un plano de potencial unidimensional, llamaremos g a la posicién de esta
particula . El valor de g es una medida del progreso en el proceso de activacién del
canal.

Teo

y " G(y)

y

(k) Particula que se difunde (l) Figura esquemdtica de un plano de potencial

en una dimensién
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Utilizando el modelo anterior, la ecuacién de movimiento para la particula de
compuerta es:

M)yl _ gy p

ti—ti1

donde F es la fuerza externa aplicada a la particula y Fest €s una fuerza estocdstica. Si
reescribimos la ecuacién anterior obtenemos:

pAy = FAt; + Fest At; (1)

Recordando que podemos escribir F como el gradiente de un potencial:

— _dv()
F=-20

El potencial sobre la particula va a ser debido a los cambios conformacionales que
debe sufrir la proteina para cambiar de estado y el debido al campo eléctrico externo:

V(y) = G(y) + Ey

Observemos que sin el término estocastico, la Ec. 1 tiene soluciones estaticas en los
minimos. Para poder tener una cinética es necesario incluir el término estocastico.
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Tiempo medio de salida

Lo que se pretende calcular en este modelo es el tiempo medio de salida del dltimo
pozo para una particula en el potencial antes mencionado

ot L

DN
Il

Si llamamos u al tiempo medio de salida, la ecuacién para este, esta dada por:
kTu" + [G'(y) + E]u’ = —1
Cuando T es pequeiia, la solucién a esta ecuacidn es:
e—Du/kT )

Obteniendo asi el resultado de Arrhenius
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Polarizacion en el canal
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Ley de Gauss en 1D

Tenemos una ecuacién de Electrostdtica:
dD
— =0
dy
Si se asume que la membrana es un dieléctrico lineal y se considera una

constante dieléctrica que depende de la coordenada espacial y y del
campo eléctrico, se obtiene:

- pyEY ] =0

O en términos del potencial eléctrico:

d do\?\ do
d Kl‘” (%) )w] - ©
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La Ec. 3 se puede resolver analiticamente aproximando la solucién
en el maximo, obteniendo asi los siguientes perfiles de potencial
para distintos voltajes externos:

V1

sin poly o ——

Flgu ra’ Perfiles de Potencial obtenidos al resolver la Ec.3
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