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3. METODOLOGÍA

En este apartado se pretende

describir y ampliar de forma detallada la

metodología específica que se ha empleado

durante el desarrollo de la tesis doctoral. A

su vez, en cada una de las contribuciones,

se encuentra una sección de metodología en

la cual se hace referencia a las técnicas

básicas utilizadas.

Por otra parte, se adjunta al final de

esta sección, en forma de trabajo publicado,

la puesta a punto y validación del análisis

de la expresión génica que se ha utilizado

en las distintas contribuciones que se

presentan.

3.1. Animales y modelos experimentales

“in vivo”

En el estudio de la regulación de los

canales de potasio por citoquinas se han

utilizado diversos modelos experimentales.

Para cada uno de ellos existe un grupo de

animales control con el que se ha procedido

de igual forma pero empleando suero salino

en lugar del tratamiento. En todos los casos

la alimentación ha sido ad libitum con libre

acceso al agua.

Todos los procedimientos que se

recogen en esta memoria han sido

aprobados por el comité ético de la

Universidad de Barcelona.

3.1.1. Caquexia cancerosa

La caquexia cancerosa es un estado

patológico asociado al cáncer en el que el

paciente sufre una alteración del

metabolismo muscular incrementándose la

proteólisis y provocando así el desgaste de

este tejido. Se ha descrito que la presencia

de altos niveles del factor de necrosis

tumoral (TNF ) en sangre es la causa de

este proceso degenerativo (Garcia-Martinez

y cols., 1997). Con el fin de estudiar la

posible regulación de los canales iónicos

durante este estado, se utilizó el hepatoma

ascítico Yoshida AH-130 en ratas hembra

Wistar ( 200g). El tumor se introdujo por

inyección intraperitoneal de células en

suspensión ( 108 células). En este modelo,

siete días después del implante del tumor,

los animales ya se encuentran en un estado

caquéctico y se sacrifican para la obtención

de tejidos y sangre (Tessitore y cols., 1987).

3.1.2. Tratamiento con el factor de

necrosis tumoral (TNF )

En estos experimentos se ha

empleado TNF recombinante humano

cuyo efecto en estos modelos

experimentales ha sido previamente

demostrado (Carbò y cols., 1998; Llovera y

cols., 2002).

3.1.2.1. Crónico

Se utilizaron ratas hembra Wistar

de unos 200g de peso. La dosis diaria de
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citoquina era de 100µg/kg mediante dos

administraciones diarias por inyección

intraperitoneal. A los cuatro días las ratas

fueron sacrificadas.

3.1.2.2. Agudo

Se utilizaron ratones de entre 6 y 10

semanas de las cepas BALB/c y C57/BL6.

Esta última es la utilizada en el caso del

modelo deficiente genéticamente para los

receptores I y II de la citoquína TNF . Este

modelo fue caracterizado en el laboratorio

Hoffmann-LaRoche (Bruce y cols., 1996;

Xaus y cols., 2000). Se empleó una dosis

única de 100µg TNF /kg administrada por

inyección intraperitoneal. Los ratones

fueron sacrificados a las 24h.

3.1.3. Administración de lipopolisacárido

(LPS)

En el tratamiento agudo con LPS se

utilizaron ratones de entre 6 y 10 semanas

de la cepa BALB/c y C57/BL6 en el caso

del modelo deficiente genéticamente. Se

empleó una dosis única de 2.5mg de

LPS/kg. El lipopolisacárido se administró

por inyección intraperitoneal. A las 24h los

ratones presentaban hipertermia y fueron

sacrificados.

3.1.4. Animales utilizados para el

aislamiento de macrófagos

En la obtención de precursores

monocíticos para su posterior

diferenciación a macrófagos en cultivos

primarios, se utilizaron ratones de entre 6 y

10 semanas de las cepas BALB/c y

C57/BL6. Esta última es la utilizada en el

caso del modelo deficiente genéticamente

para el receptor de TNF .

3.2. Líneas y cultivos celulares

Los modelos celulares utilizados

durante esta investigación han sido: la línea

celular humana HEK 293, la línea murina

Raw 264, y el cultivo primario de

macrófagos derivados de médula ósea de

ratón.

Las células HEK (CRL-1573)

tienen morfología epitelial y provienen de

células embrionarias de riñón. Esta línea

celular es de uso común en el estudio de

canales iónicos, principalmente en estudios

electrofisiológicos. Este tipo celular, al no

expresar subunidades Kv auxiliares

(Uebele y cols., 1996), es idóneo para el

estudio de interacciones Kv con

subunidades Kv , o bien para el estudio de

la actividad de los Kv en ausencia de sus

subunidades auxiliares.

Las células Raw (CRL-2278)

provienen de una línea monocítica murina

obtenida a partir de un tumor ascítico y

presentan un fenotipo similar a los

macrófagos.

Las condiciones de cultivo y los

medios utilizados en el caso de las líneas

celulares están detallados en el apartado de

materiales y métodos de las contribuciones

que se adjuntan. En el caso del aislamiento

y cultivo primario de macrófagos, se



Metodología

49

describirá de forma más extensa el proceso

de obtención.

3.2.1. Aislamiento de macrófagos

derivados de médula ósea

Los ratones fueron sacrificados por

dislocación cervical e introducidos en un

vaso de precipitados con alcohol. Una vez

dentro de la campana de cultivo y con el

material de cirugía previamente

esterilizado, se extraían los dos fémures y

las tibias del ratón. Para la obtención de la

médula ósea se cortaban los huesos por

ambos extremos y se pasaban 2ml de medio

de cultivo a través del hueso, utilizando una

aguja 25G. Los agregados de médula

obtenidos se disgregaban a través de la

aguja y, una vez realizada la operación con

los cuatro huesos, se llevaba a un volumen

adecuado para llenar cuatro placas de Petri

de 150mm.

La composición del medio

empleado es DMEM con 20% de suero

bovino fetal y un 30% de sobrenadante de

cultivo de fibroblastos de la línea L-929. El

sobrenadante de esta línea celular

fibroblástica contiene el factor de

crecimiento para macrófagos (M-CSF)

necesario para que estas células puedan

sobrevivir y diferenciarse (Meerpohl y

cols., 1976). Las células se cultivaban

durante siete días a 37ºC en una atmósfera

húmeda al 5% de CO2. Transcurrido este

tiempo, los macrófagos son el único tipo

celular que consigue adherirse y proliferar

ya que el material donde crecen no está

tratado para cultivo celular. Al séptimo día

cada placa se rascaba y se pasaba a otras

cuatro. A partir de un ratón se obtenían 16

placas de macrófagos en estado proliferante

para trabajar.

Los experimentos se realizaron

partiendo de células quiescentes. Esta

situación se conseguía con una incubación

de unas 18h en medio DMEM sin MCSF y

con un 10% de suero bovino (Soler y cols.,

2001). Las células retenidas en G0 volvían

a entrar en ciclo mediante la incubación con

1200U/ml de MCSF. A diferencia de lo que

ocurre en linfocitos, la proliferación y la

activación en macrófagos son fenómenos

excluyentes, de tal forma que, si a este

medio de proliferación se le añade LPS

(100 ng/ml) o la citoquina TNF

(100ng/ml), las células dejan de proliferar y

pasan a un estado activo en el que expresan

distintos marcadores de activación (Soler y

cols., 2001).

3.3. Anticuerpos

Los diferentes anticuerpos

primarios utilizados para la detección

proteica en este estudio, tanto para análisis

western blot como para inmunocitoquímica,

se resumen en la tabla 1.

Los anticuerpos secundarios que

permiten la inmunodetección en los

estudios western blot provienen de la casa

BioRad. Los secundarios utilizados en

inmunocitoquimica se detallarán más

adelante (Apartado 2.10.2).
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3.4. ADNc y sondas específicas.

Los ADNc correspondientes a la

secuencia completa de los canales

utilizados en la presente memoria han sido

cedidos por diferentes laboratorios. El

ADNc de rata de Kv1.3 fue cedido por T.C.

Holmes de la Universidad de Nueva York.

Kv1.3 está insertado en el vector de

expresión de mamíferos pCMV entre dianas

HinDIII. Los ADNc de Kv1.5, Kvbeta1.1 y

Kvbeta2.1 fueron proporcionados por M.M.

Tamkun de la Universidad Estatal de

Colorado. Kv1.5 humano se encuentra entre

las dianas Xba I y Kpn I del vector pBK.

Kvbeta2.1 murina está insertado en el

mismo vector de expresión de mamíferos

pero entre dianas Sma I. Por último, el

ADNc de rata de Kvbeta1.1 está insertado

entre dianas EcoRI del vector de expresión

pBlueScript.

Los ADNc empleados en los

análisis southern blot provienen de las

amplificaciones realizadas sobre ARN de

cerebro de ratón, utilizando para ello los

cebadores que se muestran en la tabla 2.

Estos productos de amplificación se

subclonaron en el vector pSTBlue-

1utilizando el kit pSTBlue-1 acceptor

vector (Novagen). La verificación del

producto amplificado se realizó mediante

análisis de restricción y confirmado con el

kit de secuenciación Big Dye Terminator

Cycle y un secuenciador ABI 377 (Applied

Biosystem).

3.5. Proteínas fluorescentes

Con el fin de estudiar el tráfico y la

interacción de las subunidades que

conforman los canales de potasio, se han

generado quimeras con proteínas

fluorescentes de la familia GFP. Para ello

se han utilizado los vectores de expresión

Tabla 1. Anticuerpos primarios. Procedencia, tipo, localización del epítopo, dilución utilizada. W, western, IC,
inmunocitoquímica.

Proteína Procedencia Tipo
Localización Dilución

del epítopo W IC

Kv1.3 comercial (Alomone) policlonal C- terminal, interno 1:200 1:100

Kv1.3 comercial (Alomone) policlonal bucle S1-S2, externo - 1:200

Kv1.5 suero conejo policlonal C- terminal, interno 1:1000 1:1000

Kv1.5 suero conejo policlonal bucle S1-S2, externo - 1:1000

Kir2.1 comercial (Alomone) policlonal C-terminal, interno 1:200 -

Caveolina comercial (Molecular Probes) policlonal 1:2500 1:250

Caveolina 1 comercial (Molecular Probes) monoclonal - 1:100

Transferrina comercial (Molecular Probes) monoclonal 1:1000 -

Kvâ2.1 hibridoma monoclonal N-terminal - -

Panbeta suero conejo policlonal C-terminal, común - -

â-actina comercial (Sigma) monoclonal 1:50000 -
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en mamíferos pFPs (Clontech). Estos

vectores contienen una gran cantidad de

dianas para enzimas de restricción que

permiten insertar el ADNc en la posición

que interese respecto a la proteína

fluorescente. La estrategia utilizada en

todos los casos ha sido amplificar la

secuencia completa de la proteína de interés

mediante PCR. Las directrices seguidas en

este proceso son:

- Utilizar una polimerasa de alta fidelidad.

- Los cebadores para esta amplificación

contenían la secuencia de las dianas de los

enzimas de restricción necesarios para

insertar el ADNc en los vectores de

expresión. Estas secuencias diana se

Kv1.5CFP
N C

Kv1.3CFP
N C

Kv1.3YFP
N C

Kvbeta1.1CFP
N C

Kvbeta1.1 CFP
N C

Kvbeta1.1 YFP
N C

Kvbeta2.1 CFP
N C

Vector

pEYFP-C1

Inserto

Kv1.3 rata Sentido: GAGGAAGATCTATGACCGTGGTGCCCGGG

Antisentido: CCCCCCAAGCTTTTAGACATCAGTGAATATATC

Cebadores (5’-3’)

Vector

pECFP-N1

Inserto

Kvbeta1rata Sentido: GGGGGGGGATCCATGCAAGTCTCCATA

Antisentido: GTTGTTGGATCCCCTGAATCTATAGTCCTT

Cebadores (5’-3’)

Vector

pECFP-C1

Inserto

Kvbeta1.1rata Sentido: GAGGAAGATCTATGCAAGTCTCCATAGCC

Antisentido: CCCCCCAAGCTTTTATGATCTATAGTCCTTCTTG

Cebadores (5’-3’)

Vector

pECFP-N1

Inserto

Kvbeta2.1 ratón Sentido: GTTGTTCCGCGGATGTATCCGGAATCA

Antisentido: GTTGTTCCGCGGGGATCTATAGTCCTT

Cebadores (5’-3’)

Inserto

Kv1.5 humano

Vector

pECFP-C1 Sentido: GGAAGATCTTCAATGGAGATCGCCCTGCTG

Antisentido: GGAATTCTCACAAATCTGTTTCCCG

Cebadores (5’-3’)

... ACG GTA CCG CGG ATG TAT...

... AGA TCC CCG CGG GCC CGG GAT CCA CCG GTC GCC ACC ATG GTG ...

Kvbeta2.1Sac II

Kvbeta2.1 Sac II CFP

Secuencias de unión (5’-3’)

... TAC AAG TCC GGA CTC AGA TCT ATG CAA...

... AGA TCA TAA AAG CTT CGA...

Bgl II Kvbeta1.1CFP

HinD IIISTOPKvbeta1.1

Secuencias de unión (5’-3’)

... GGC CGG GGA TCC ATG CAA...

... GAT TCA GGG GAT CCA CCG GTC GCC ACC ATG GTG ...

Kvbeta1.1BamH I

Kvbeta1.1 BamH I CFP

Secuencias de unión (5’-3’)

... TAC AAG TCC GGA CTC AGA TCT ATG ACC...

... GAT GTC TAA AAG CTT CGA...

Bgl II

HinD IIISTOP

Kv1.3YFP

Kv1.3

Secuencias de unión (5’-3’)

... TAC AAG TCC GGA CTC AGA TCT TCA ATG ACC...

... AGA TTG TGA GAA TTC TGC...

Bgl II

EcoR ISTOP

Kv1.5CFP

Kv1.5

Secuencias de unión (5’-3’)

Figura 1. Representación esquemática de las proteínas quiméricas. Gráfico resumen, vector de inserción, inserto, cebadores y
enzimas utilizados
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flanqueaban con nucleótidos adicionales

que favoreciesen el corte del enzima de

restricción.

- La inserción de nucleótidos adicionales en

los cebadores permitía mantener la pauta de

lectura entre la proteína fluorescente y el

inserto.

- En el caso de que la proteína fluorescente

quedase en el extremo C-terminal del

inserto, el codón de terminación de este

último se mutaba para que la traducción

continuase.

Para obtener mayor eficiencia de

ligación se parte de cuatro reacciones de

amplificación de 50µl para cada inserto.

Estas amplificaciones se hacen a un

máximo de 25 ciclos para evitar

mutaciones. Este volumen se limpia y

concentra mediante una columna de

purificación de ADN y se digiere con los

enzimas correspondientes. Por último se

vuelve a limpiar mediante extracción en gel

teniendo cuidado con el tiempo de

exposición a rayos UV a la hora de extraer

la banda. Por otro lado se digiere el vector

en presencia de fosfatasa alcalina (CIP). La

CIP defosforila los extremos fosfato de

manera que evita la recircularización.

Finalmente el fragmento se purifica en gel

de agarosa eliminando así la fosfatasa.

Las reacciones de ligación se han

realizado con la T4 ADN (Invitrogen) En

la figura 1 se muestran esquemáticamente

las distintas construcciones quiméricas

realizadas. En el caso de las subunidades

Nº de
Secuencia Pares de Tamaño

acceso

(5'-3') bases (pb)

Kv1.3 M30441 SENTIDO: CTCATCTCCATTGTCATCTTCTGA 741-765 718

ANTISENTIDO: TTGAATTGGAAACAATCAC 1459-1440

Kv1.5 AF302768 SENTIDO: GGATCACTCCATCACCAG 3003-3020 334

ANTISENTIDO: GGCTTCCTCCTCTTCTTG 3337-3320

Kir2.1 AF021136 SENTIDO: TGGCTGTGTGTTTTGGTTGATAGC 297-320 235

ANTISENTIDO: CTTTGCCATCTTCGCCATGACTGC 555-532

Kv 1.1 X70662 SENTIDO: ATGCAAGTCTCCATAGCCTGCACA 332-356 220

ANTISENTIDO: CTATATTTCATGCCAGTCTGCTTT 552-528

Kv 1.2 L39833 SENTIDO: ATGCATCTGTATAAACCTGCCTGT 89-113 241

ANTISENTIDO: CTGTATTTCATGCCAGTCTGCTTT 330-306

Kv 1.3 L47665 SENTIDO: ATGCTGGCAGCCCGGACAGGGGCA 54-78 274

ANTISENTIDO: CTGTGCGGCATGCCTGTGGTGCAG 328-304

Kv 2.1 L48983 SENTIDO: CAGGATTCCCCCTCTGTGAAAAGG 138-162 179

ANTISENTIDO: CTGTAAAACTGGAGCTGTCTTTTG 317-292

Kv 4 U65593 SENTIDO: ATGTCAAGAGGGTATGGTCTGATA 1-24 182

ANTISENTIDO: TAGGTCATGGCTCTCACAATCTCC 182-159

18S X00686 SENTIDO: CGCAGAATTCCCACTCCCGACCC 482-498 212

ANTISENTIDO: CCCAAGCTCCAACTACGAGC 694-675

Nº de

acceso

Tabla 2. Genes, número de acceso del Gen Bank, secuencia de los cebadores utilizados, pares de bases correspondientes

a los cebadores y longitud de la banda amplificada.
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que están unidas a fluoróforos distintos, la

estrategia ha sido idéntica solo que el vector

de destino se diferencia en el fluoróforo.

3.6. Análisis de la expresión génica

Los estudios de expresión y

regulación génica de canales iónicos que se

presentan en este trabajo se han realizado

mediante RT-PCR semicuantitativa. La

sensibilidad de esta técnica permite trabajar

con pequeñas cantidades de ARN y a su vez

valorar la expresión de transcritos de

pequeña abundancia como es el caso de los

canales iónicos en el sistema inmunitario.

La puesta a punto de este método

se describe en la contribución que se

adjunta y que sirvió de base para realizar

los estudios de expresión en macrófagos y

cerebro (Apartado 3.12). En la tabla 2 se

resume la secuencia de los cebadores

utilizados, así como su procedencia y la

longitud del fragmento amplificado.

Utilizando el reactivo Tripure

(Roche) se aísla ARN total a partir de los

distintos tejidos y cultivos celulares. Este

ARN se trata con DNasa para evitar

contaminación de ADN genómico.

Utilizando el kit de la casa Ready to go RT-

PCR (Amersham), que permite la

amplificación en un paso a partir de ARN

total, se pone a punto las condiciones de

reacción, es decir, la cantidad de ARN de

partida y el número de ciclos de

amplificación adecuados para no saturar la

reacción. De esta forma, al encontrarnos en

la fase exponencial de amplificación

podemos detectar pequeñas variaciones

debidas a cambios en la expresión génica.

Con este fin, se ha utilizado como control

de expresión génica relativa el ARNr 18S.

El producto de amplificación se

carga en un gel de agarosa con bromuro de

etidio y se valora utilizando el programa

Phoretix (Nonlinear Dynamics) sobre

imágenes de los geles captadas por camáras

adaptadas a un transiluminador de UV

directamente, o bien sobre los análisis

southern blot realizados con sondas

específicas para los productos génicos.

En la tabla 3 se muestra un

resumen de las condiciones de

amplificación para cada producto génico.

Tabla 3. Genes, cantidad de ARN molde empleado,

temperatura de hibridación y ciclos de amplificación

utilizados para la reacción de amplificación en

macrófagos y cerebro.

3.7. Extracción de proteína e

inmunoprecipitación

Las células se lavan con PBS frío y

se rascan en un volumen de 1ml de tampón

de extracción por cada tres placas de

ARN molde Tª de hibridación Nº de ciclos

( g) (Cº)

Kv1.3 0,25 55 30

Kv1.5 1 55 40

Kir2.1 0,25 60 30

Kv 1.1 1 60 40

Kv 1.2 1 60 40

Kv 1.3 0,25 60 40

Kv 2.1 1 60 40

Kv 4 1 60 40

ARNr 18S 0,1 55 10
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100mm de células. De esta forma se

consigue concentrar la proteína para poder

cargar grandes cantidades en los geles de

acrilamida. El tampón de extracción se

compone de 320mM sacarosa, 5mM

Na2HPO4 (pH 7,4) y 1mM EDTA, al que se

le añade inhibidores de proteasas: 1 µg/ml

aprotinina, 1µg/ml leupeptina, 86µg/ml

yodoacetamida y 1mM fenilmetilsulfonil

fluoruro (PMSF). Las células se lisan en un

homogenizador de vidrio y se centrifuga

10min a 3000rpm. El sobrenadante

recupera y se centrifuga a 15.000rpm

durante 1h. Si el objetivo es obtener

membranas totales, como lo ha sido en el

caso de las inmunoprecipitaciones, esta

segunda centrifugación se realiza a

150.000g durante 1h 30min. Seguidamente

se resuspende el pellet en tampón Hepes

30mM o en el tampón de

inmunoprecipitación. Todo este proceso se

realiza en frío. La valoración de la cantidad

de proteína extraída se realiza utilizando el

reactivo Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad).

La inmunoprecipitación se realiza a

partir de un mínimo de 200µg de extracto

de proteína. El tampón de

inmunoprecipiatción está compuesto de 1%

Tritón, 10% glicerol, 50mM Hepes (pH7,2)

y 150mM NaCl, al que se le añade los

inhibidores de proteasas. El volumen

mínimo de inmunoprecipitación es de

150µl. Se realiza un prelavado con proteína

A sefarosa (10µl) incubándose durante 2h a

4ºC. Pasado este tiempo, se centrifuga la

muestra para bajar la proteína A (200G) y

se descarta el pellet, descartando así las

uniones inespecíficas a la proteína A. El

sobrenadante se pasa a un nuevo tubo y se

añade el anticuerpo en proporción de

4ng/µg de proteína y se deja en agitación

toda la noche. Posteriormente se añade

proteína A sefarosa (20µl) y se incuba

durante 2h. Por último se lavan los

inmunoprecipitados con tampón de lavado

0,1% Tritón, 10% glicerol, 50mM Hepes

(pH7.2) y 150mM NaCl , se resuspenden en

70µl de tampón de carga de proteínas

Laemmli (1x) y se hierve 5min.

Las muestras se separan en geles

SDS-PAGE al porcentaje de acrilamida-

bisacrilamida adecuado para separar la

proteína de interés. Seguidamente se

transfieren a membranas de nitrocelulosa

para realizar los análisis western blot.

3.8. Sistemas de expresión heteróloga

3.8.1.Células HEK 293

La expresión transitoria de

proteínas en este tipo celular se ha realizado

utilizando el kit Lipofectamin 2000

(Invitrogen) con alguna modificación en las

cantidades de ADN y el tiempo de

incubación con el medio de transfección.

La cantidad de ADN y el tamaño de las

placas depende del propósito de la

transfección. Esquemáticamente se resumen

los parámetros a tener en cuenta en el caso

de transfecciones para visualizar en

microscopio:
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- Las células se crecen sobre cubres de

22 por 22mm recubiertos de gelatina en

placas de 35mm. Los cubres con

gelatina se esterilizan previamente

exponiéndolos 20min a luz UV.

- La confluencia adecuada para la

transfección en el caso de las células

HEK es de 70-80%.

- En cada placa se transfecta un

máximo de 1µg de ADN de la

subunidad a analizar. En el caso de las

cotransfecciones con distintos ADNc la

cantidad de ADN total no superaba

1µg. Sin embargo, los estudios de

colocalización con distintos marcadores

no tiene limite de cantidad de ADN. La

cantidad depende así de la expresión

adecuada para visualizar el marcador en

el microscopio. También señalar en

este apartado que, en las transfecciones

con subunidades beta, las cantidades no

son mayores de 0,05µg. Esta reducción

es necesaria para no saturar las

muestras con señal citoplasmática y

poder visualizar las interacciones alfa-

beta en membrana.

- El tiempo de incubación de las células

con el medio de transfección es menor

al que indica el protocolo del kit y varía

entre 3 y 6h. Tiempos de incubación

mayores provocan cambios en la

morfología y viabilidad celular.

Después de esta incubación se cambia a

medio de crecimiento normal y se

procede a tratar las muestras 24h

después de la transfección.

En el caso de la transfecciones para

registros electrofisiológicos se reduce el

tiempo de incubación con el medio de

transfeccción y se empiezan a registrar

corrientes horas después del cambio de

medio de transfección a medio normal de

crecimiento.

Cuando el objetivo de la

transfección es obtener grandes cantidades

de proteína para analizar interacciónes por

métodos bioquímicos, se utilizan mayores

cantidades de ADN según el protocolo del

kit y se aumentan los tiempos de

transfección.

3.8.2. Ovocitos de Xenopus

Los ADNc correspondientes a

Kv1.3 y Kv1.5 se subclonaron en el vector

de expresión pCDNA3. La generación de

los ARNc de estos canales se realizó

mediante la T7 ARN polimerasa utilizando

el kit mMESSAGE mMACHINE

(Ambion). El ARNc se inyectó con un

Variable Nanoject (Drummond Scientific

Company). La cantidad de ARNc total que

se inyecta en el ovocito es de 10ng

independientemente del ratio entre canales

utilizado. Pasadas 24h, se retira

parcialmente la capa folicular mediante una

incubación de 30min con colagenasa tipo

1A 0.25mg/ml (Sigma). A continuación se

mantuvieron los ovocitos a 15-16ºC en

solución de Barth estéril durante tres días

(88mM NaCl, 1mM KCl, 0,33mM

Ca(NO3)2, 0,41mM CaCl2, 0,82 mM

MgSO4, 2,40mM NaHCO3 y 20mM
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HEPES a pH 7,5, suplementado con

antibióticos), pasados los cuales se

realizaron los registros.

3.9. Extracción e inmunoprecipitación de

lipid rafts

Los lipid rafts están compuestos de

gran cantidad de colesterol y esfingolípidos,

lo que les confiere resistencia a detergentes

no iónicos. Esta característica es el

fundamento de las técnicas que permiten

extraer estos microdominios del resto de la

membrana plasmática. En concreto, el

protocolo que se ha utilizado se puso a

punto a principio de los noventa en el

laboratorio de M.P. Lisanti (Sargiacomo y

cols., 1993). Este grupo estaba interesado

en el papel de la caveolina como molécula

adaptadora entre proteínas, y siguiendo sus

estudios, se han realizado extracciones de

lipid raft e inmunoprecipitaciones de estos

complejos insolubles.

El material de partida mínimo son

5 placas de 100mm de células HEK

confluentes que han sido transfectadas

durante la noche con los canales de interés,

Kv1.3 y Kv1.5. Se lavan con tampón PBS

frío, se rascan en 2ml de PBS por placa y se

depositan en un tubo de 50ml. Para

arrastrar todas las células de las placas se

pasan 4ml de PBS por las placas ya

rascadas y también se depositan en el tubo.

Se centrifuga durante 8min a 4500rpm y se

descarta el sobrenadante. El pellet se

resuspende en 0.5 ml de tampón MBS

(25mM Mes, 150mM NaCl, a pH 6.5) con

0.5% de Tritón e inhibidores de proteasas

(Apartado 2.7). La cantidad de detergente

se ha de ajustar para cada tipo celular. La

resuspensión se pasa a un homogenizador

suave de 1ml. Con células HEK se

homogeniza 18 veces y del material

resultante se introducen 500µl en un tubo

de ultracentrífuga de 12.5ml. Se añaden

1.5ml de sacarosa al 53.28 %, quedando así

la muestra a una concentración final del

40% de sacarosa. Seguidamente se añade

un gradiente de densidad de sacarosa sobre

la muestra desde 30% al 5% en la parte

superior del tubo y este se equilibra para la

centrifugación. Se utiliza un rotor

basculante y se centrifuga a 39000rpm

alrededor de 22 horas a 4ºC. Si la

extracción ha sido correcta se ha de poder

visualizar una fracción más turbia a la

mitad del tubo (10-20% de sacarosa)

correspondiente a parte de la fracción

resistente a la solubilización. La fracción

soluble queda en el fondo del tubo (40% de

sacarosa). A continuación se extraen

cuidadosamente alícuotas de 1ml desde la

superficie del tubo evitando mezclar el

gradiente. El pellet se resuspende por

sonicación en 100µl de tampón de carga de

proteínas. Para visualizar la proteína se

realiza un western blot con 25µl de cada

alícuota. Para comprobar que las

condiciones de extracción son adecuadas se

utiliza como control positivo la caveolina y

como negativo el receptor de la transferrina.

Este último no ha de aparecer en las

alícuotas correspondientes a la fracción
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flotante, es decir, la fracción resistente al

detergente.

La inmunoprecipitación de los

complejos resistentes a tritón se realiza a

partir de las fracciones flotantes. Al

material de partida se le añade el mismo

volumen de tampón MBS 2X con 0,1% de

tritón e inhibidores de proteasas, siendo la

concentración final de 0,05% de tritón, y

manteniendo así los complejos insolubles.

Se incuba 45 minutos a 4ºC en este tampón.

Posteriormente se añade proteína A

sefarosa y se incuba durante 2h a 4ºC;

pasado este tiempo, se centrifuga para bajar

la proteína A (200G) y se descarta el pellet.

Los lipid rafts suelen unirse

inespecificamente a la proteína A, de ahí

que se haga esta incubación y además se

utilice un control que es la

inmunprecipitación sin anticuerpo. El

sobrenadante se pasa a un nuevo tubo y se

añade el anticuerpo anticaveolina (5ng/ml)

y se deja en agitación toda la noche.

Posteriormente se añade proteína A

sefarosa y se incuba durante 2h. Por último

se lavan los inmunoprecipitados con

tampón PBS, se resuspenden en 70µl de

tampón de carga de proteínas y se hierve

5min. El material resultante se centrifuga,

encontrándose en el sobrenadante las

proteínas inmunoprecipitadas.

3.10. Técnicas de microscopia

3.10.1. Microscopia electrónica

La potencia amplificadora de un

microscopio óptico está limitada por la

longitud de onda de la luz visible. El

microscopio electrónico posee una mayor

potencia amplificadora que el óptico ya que

utiliza electrones para iluminar un objeto.

Dado que los electrones tienen una longitud

de onda mucho menor que la de la luz

pueden mostrar estructuras mucho más

pequeñas. La longitud de onda más corta de

la luz visible es de alrededor de 4Å. La

longitud de onda de los electrones que se

utilizan en los microscopios electrónicos es

de alrededor de 0,5 Å.

Los microscopios electrónicos

cuentan con varios elementos básicos.

Disponen de un cañón de electrones que

emite los electrones que chocan contra el

espécimen, creando una imagen aumentada.

Se utilizan lentes magnéticas para crear

campos que dirigen y enfocan el haz de

electrones, ya que las lentes convencionales

utilizadas en los microscopios ópticos no

funcionan con los electrones. El sistema de

vacío es una parte relevante del

microscopio electrónico ya que los

electrones pueden ser desviados por las

moléculas del aire. Por último, todos los

microscopios electrónicos cuentan con un

sistema que registra o muestra la imagen

que producen los electrones.
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La microscopia electrónica de

transmisión (TEM) permite la observación

de muestra en cortes ultrafinos. Para utilizar

un TEM debe cortarse la muestra en capas

finas, no mayores de un par de miles de

ángstroms.

En la presente memoria se muestran

imágenes de microscopia electrónica

realizadas con un microscopio Hitachi

600AB. Para la obtención de las muestras

las células se criofijaron a alta presión

utilizando un EMPact de la casa Leica.

3.10.2. Inmunocitoquímica

Se ha trabajado con varios protocolos de

inmunocitoquímica en función de los

anticuerpos utilizados y del tipo de marcaje

que se pretendía. Sin embargo, los pasos

fundamentales estos estudios son comunes:

- Lavado previo de las células con tampón

PBS a 37ºC para no provocar un choque

térmico a las células. Por lo general son 3

lavados de 3min de duración. Si las células

están expresando alguna proteína

fluorescente se comienza a proteger de la

luz las preparaciones en este punto.

- Fijación: Por lo general la fijación se ha

realizado en paraformaildehido (PFA) al

4% en PBS a 37ºC. Esta fijación respeta

todas las estructuras. Sin embargo, para

determinados anticuerpos como la

caveolina 1, los epítopos no quedan

expuestos con el paraformaldehido y se

necesita la fijación por metanol. El metanol

ha de estar a –20ºC. Esta fijación es más

agresiva y también afecta a la fluorescencia

de las proteínas GFPs.

- Permeabilización: Se han realizado dos

tipos de permeabilización sin observarse

cambios cualitativos, una con tres

incubaciones de 5min de PBS, CHAPS

0.5% (p/v), y otra permeabilización de

10min con PBS Tritón 0.1%(v/v). Sin

embargo, siendo la permeabilización con

CHAPS reversible, se ha añadido este

componente a todas las soluciones del

protocolo de inmunocitoquímica. En el caso

de la fijación por metanol este paso no es

necesario.

- Bloqueo: La solución de bloqueo que se

ha empleado es PBS, 10% (v/v) suero de

cabra y 5% (p/v) de leche en polvo

desnatada. Esta solución es eficaz siempre

que el anticuerpo primario no sea originario

de cabra. La incubación dura entre 20min y

1h.

- Incubación con el anticuerpo primario: La

solución está compuesta de PBS con 10%

suero de cabra. La incubación dura entre 1

y 2h. La concentración de los anticuerpos

es siempre mayor que la utilizada para los

análisis western blot y viene detallada en la

tabla 1.

- Incubación con el anticuerpo secundario:

La solución está compuesta de PBS con 1%

de albúmina. La incubación es de 45min.

La concentración de los secundarios es

1:500 para los Alexa (Molecular Probes).

- Entre cada uno de los pasos descritos a

partir del bloqueo se realizan tres lavados

con PBS de 5min de duración.
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Una técnica que permite visualizar

de forma clara las interacciones entre

proteínas de membrana es la denominada

“parcheado inducido por anticuerpo”

(antibody induced patching). Ésta consiste

en una inmunocitoquímica en la que la

unión de los anticuerpos primario y

secundario a proteínas de membrana de

células vivas provoca la formación de

agregados. Si estas proteínas están

interaccionando con otras de su alrededor,

estas otras han de seguir el nuevo patrón de

distribución. Para este propósito se ha de

disponer de un anticuerpo que reconozca un

epítopo expuesto al exterior de la célula. En

nuestro caso se ha utilizado con anticuerpos

que reconocen el bucle entre S1 y S2 de los

canales Kv1.3 y Kv1.5.

El protocolo consiste en:

- Dos lavados de las células con PBS a

37ºC de 3min de duración.

- Incubación en medio de cultivo HEPES

con el anticuerpo contra el epítopo externo

a concentración 1:1000.

- Tres lavados con PBS a 37ºC de 3min de

duración.

- Incubación en medio de cultivo HEPES

con el anticuerpo secundario a

concentración 1:500.

- Fijación con paraformaldehido 4% en

PBS.

- A partir de aquí se sigue el protocolo

normal de inmunocitoquímica para marcar

la otra proteína de interés.

3.10.3. Microscopia de fluorescencia

A diferencia de la microscopia

óptica convencional, en la microscopia de

fluorescencia la luz incidente, que proviene

de una fuente potente, atraviesa un primer

filtro que selecciona la longitud de onda

capaz de excitar la muestra fluorescente. La

luz emitida por la muestra, reflejada y

fluorescente, atraviesa a su vez un segundo

filtro que selecciona la longitud de onda de

emisión de la molécula fluorescente. Estos

microscopios actualmente son de

epifluorescencia, donde un espejo dicroico

permite reflejar determinadas longitudes de

onda y separa así la luz de excitación de la

emitida por la muestra, incrementando la

capacidad para filtrar la luz del

microscopio.

El tipo de fuente de luz, el juego de

filtros utilizado, los espejos dicroicos y los

objetivos determinan la resolución del

microscopio. Actualmente, en los

microscopios mejor equipados, el equipo de

captación y análisis de imágenes permite

manejar todos los componentes del

microscopio.

En la presente memoria se

presentan imágenes y análisis realizados

con un microscopio invertido de

fluorescencia de la casa Nikon, equipado

con un objetivo de inmersión 100x. El

microscopio se maneja con el programa

SlideBook 3.0.
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3.10.4. Microscopia confocal

En la microscopia confocal se

consigue discriminar la luz que proviene

del plano de foco de la que no mediante un

juego de diafragmas. La profundidad del

plano de foco viene determinada por la

apertura numérica del objetivo y el

diámetro del diafragma. En este caso, no se

ilumina toda la muestra, sino que en cada

momento sólo se ilumina un pequeño punto

a una determinada profundidad. Para ello se

utilizan fuentes de luz de gran potencia,

generalmente haces de láser. El diafragma

colocado antes del detector permite que

sólo la fluorescencia emitida por el punto

excitado se registre. La muestra es barrida

por el láser formándose la imagen general

en el monitor del ordenador acoplado al

microscopio.

Se han utilizado dos microscopios

confocales para la realización de diversos

experimentos recogidos en esta memoria,

un microscopio LSM510 de la casa ZEISS

y un microscopio de la casa Leica TCS SL.

Los objetivos de inmersión utilizados han

sido 63X y 100X.
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Figura 2. Fluoróforos utilizados. A, colores del espectro de luz. B, fluorocrómos asociados a anticuerpos secundarios.

C, fluoróforos utilizados en las construcciones quiméricas.
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3.10.4.1. Fluoróforos

La fluorescencia es un fenómeno

molecular en el que una sustancia absorbe

luz de determinado color y casi

instantáneamente irradia luz de otro color,

de menor energía, es decir , de mayor

longitud de onda. En los primeros tiempos

de la microscopia de fluorescencia, los

investigadores miraban esta fluorescencia

primaria o también llamada

autofluorescencia. Hoy en día se han

desarrollado muchas tinciones que poseen

alta fluorescencia y que específicamente

tiñen partes de la muestra. Este método se

llama fluorescencia indirecta y estos tintes

se llaman fluorocromos. Cuando los

fluorocromos están conjugados con otras

sustancias orgánicamente activas, como

anticuerpos o ácidos nucleicos, son llamado

fluoróforos.

En la figura 2 se muestra un

esquema de los fluoróforos utilizados y la

configuración utilizada en el microscopio

confocal para su visualización.

3.10.4.2. Fluorescence Recovery After

Photobleaching (FRAP)

Los experimentos de FRAP

consisten en la quema irreversible de

moléculas fluorescentes de un área concreto

mediante un láser a máxima potencia.

Seguidamente se monitoriza la

recuperación de la fluorescencia en ese área

debida a la difusión de moléculas

fluorescentes no quemadas que existen en

los alrededores. Esta técnica tiene su origen

en los años setenta utilizando fluoróforos de

naturaleza lipofílica o hidrofílica, como es

el caso de la fluoresceína, que se acoplaban

a proteínas y lípidos. La movilidad de las

moléculas se evaluaba tras la

microinyección de éstas en células vivas

(Edidin y cols., 1976). El descubrimiento de

la proteína GFP y su uso como marcador de

proteínas en estudios de localización, han

permitido el desarrollo de la técnica del

FRAP para visualizar y cuantificar procesos

dinámicos en células vivas.

Los programas de análisis de

imágenes que acompañan los microscopios

confocales permiten cuantificar la

recuperación de fluorescencia en el tiempo.

Los valores que se obtienen se ajustan a una

regresión no lineal. A partir de un análisis

FRAP se obtienen dos parámetros

generales: el tiempo de difusión y la

fracción móvil.

-Tiempo de difusión: es el tiempo

en el que se ha recuperado la mitad de la

fluorescencia que se alcanza en el estado

estacionario. Esta variable es indicativa de

la capacidad de difusión de la molécula

fluorescente, o en el caso de una molécula
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Figura 3. Representación de un análisis FRAP.
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en membrana, de la movilidad lateral. A

partir de ella se puede calcular el

coeficiente de difusión propio de cada

molécula en un medio determinado.

-Fracción móvil: es el porcentaje de

fluorescencia recuperada una vez alcanzado

el estado estacionario. Esta variable suele

estar alejada del 100% cuando se trabaja

con moléculas de membrana indicando que

la membrana plasmática está estructurada

lateralmente. A partir de ella se calcula la

fracción inmóvil que es simplemente el

porcentaje restante. Esta fracción inmóvil

refleja la compartimentación en

microdominios pero también se relaciona

con una difusión translacional anómala.

En el presente trabajo se ha

realizado un estudio comparativo de la

movilidad en membrana entre dos

poblaciones de células que expresaban

proteínas quiméricas: Kv1.3-YFP y Kv1.3-

YFP + Kv1.5-CFP. El objetivo del

experimento ha sido investigar la posible

asociación diferencial a lipid rafts del canal

Kv1.3 por si solo y cuando forma

complejos con Kv1.5. La fracción inmóvil

se ha tomado como el grado de asociación a

rafts, ya que estos tienen una movilidad

reducida y el tiempo de difusión se ha

considerado indicador de la movilidad

lateral en membrana que tiene el canal.

Los experimentos, como se indica

en el apartado de materiales y métodos del

artículo, se han realizado in vivo, a

temperatura ambiente, sobre cubres

incluidos en placas de cultivo de 35mm. De

esta forma, las células permanecen en su

medio de cultivo DMEM mientras se

realiza el experimento. Las placas a su vez,

eran reemplazadas cada dos horas para

evitar variabilidad debida a largas

exposiciones a temperatura ambiente y

alteraciones en el medio.

De cada célula analizada se

escogían tres regiones de quema del mismo

tamaño con el fin de disminuir variaciones

locales de la membrana. Además, dos

correcciones se tuvieron en cuenta, la

perdida de fluorescencia a lo largo del

tiempo por la sucesiva captación de

imágenes, y los cambios de intensidad

debidos a fluctuaciones en la potencia del

láser. Para ello se ha utilizado un factor de

corrección en cada tiempo en el que se ha

tenido en cuenta las variaciones de

fluorescencia de las regiones no quemadas.

3.10.4.3. Fluorescence Resonance Energy

Transfer (FRET)

Esta técnica de transferencia de

energía se utiliza para detectar proximidad

entre fluoróforos separados por distancias

menores a 10nm. El par de fluoróforos se

compone de un donador y un aceptor. Este

par se caracteriza porque el espectro de

emisión del fluoróforo donador se

superpone con el espectro de excitación de

la molécula aceptora (Figura 4).

La eficiencia de transferencia de

energía (E) está relacionada con la distancia

entre donador y aceptor (r) por la siguiente

fórmula: E = 1/[1 + (r/Ro)6]



Metodología

63

La Ro para un par de fluoróforos

determinado está en función del grado de

superposición de espectros, del rendimiento

cuántico del donador (ratio entre energía

absorbida y fluorescencia emitida) y de la

orientación de ambas moléculas. Así, la

resolución de FRET viene definida por Ro,

que tiene valores menores a 70 Å.

Como el fenómeno FRET se da en

distancias similares al tamaño de proteínas,

es una herramienta de trabajo en el estudio

de interacción de éstas, muy potente

también al acoplarse a la microscopia

confocal.

La transmisión de energía se pone

de manifiesto por la sensibilización de la

fluorescencia del aceptor, el

enmascaramiento (quenching) de la

fluorescencia del donador, y la disminución

del tiempo de emisión del donador. En la

presente memoria se utilizan dos métodos

para evaluar este fenómeno, uno que

detecta el enmascaramiento y otro la

sensibilización:

- Quema del aceptor (Acceptor

Photobleaching)

Esta aproximación para medir

FRET se fundamenta en el

enmascaramiento de la fluorescencia del

donador en presencia de la molécula

aceptora. Para ello se compara la intensidad

del donador antes y después de quemar el

aceptor en una región de la célula. Si existe

FRET la fluorescencia del donador tiene

que aumentar una vez se destruye al

aceptor. Así, la transferencia de energía se

cuantifica simplemente con la siguiente

fórmula: E = (Fd-Fa)/ Fd

Donde Fd es la intensidad de

fluorescencia del donador después de

quemar el aceptor y Fa es la fluorescencia

del donador inicial.

Este método permite un sencillo

análisis cuantitativo de FRET. Sin

embargo, al basarse en la destrucción del

fluoróforo aceptor, no es adecuado para

monitorizar FRET a lo largo del tiempo,

sino que se debe utilizar en muestras fijadas

o en medidas puntuales de una determinada

región celular.

En esta memoria se muestran

análisis FRET para demostrar la interacción
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de Kv1.3-YFP y Kv1.5-CFP en células

HEK transfectadas. Los experimentos se

realizaron sobre muestras fijadas en

paraformaldehído al 4%. Se han utilizado el

microscopios confocales de la casa ZEISS y

Leica. El objetivo utilizado en ambos casos

es de inmersión 63X. Las proteínas

fluorescentes se excitaron a 458 (CFP) y

514 (YFP) nm utilizando baja potencia y se

captaba la fluorescencia con los filtros 475

a 495 para CFP y longitudes mayores de

530 para YFP.

Seguidamente se quemaba YFP con

el láser a máxima potencia obteniendo un

reducción de un 80% de intensidad. A

continuación se volvía a captar la

fluorescencia de ambos fluoróforos. Los

aumentos de fluorescencia del donador

(CFP) que se recogían tras la quema del

fluoróforo aceptor (YFP), se corregían

teniendo en cuanta los cambios de

fluorescencia que presentaban las zonas de

la célula no quemadas.

- Sensibilización de fluorescencia del

aceptor

Éste es un método extendido en el

análisis de interacciones in vivo. En él se

determina la fluorescencia del aceptor que

se produce al excitar la molécula donadora.

Para ello se establecen un juego de filtros,

uno para la excitación del donador y otro

que permita capturar la emisión de la

molécula aceptora. La cuantificación de

FRET por esta técnica debe tener en cuenta

factores de corrección adecuados para

minimizar la superposición que pueda

existir entre los canales del donador y

aceptor, entendiéndose por canales el rango

del espectro que se delimita para cada

fluoróforo.

FRETreal = FRET - (a*FCFP) –

(b*FYFP) Donde a es la fracción de

fluorescencia de CFP que pasa por el canal

FRET en ausencia de aceptor y b es la

fracción de fluorescencia de YFP que pasa

por el canal de FRET en ausencia de

donador. FCFP y FYFP son las intensidades de

fluorescencia para cada fluoróforo.

En esta memoria se presentan

experimentos de interacción entre la

subunidad alfa Kv1.3-YFP y las

subunidades beta reguladoras Kvbeta1.1-

CFP y Kvbeta2.1-CFP. Para este análisis se

mantenían las células vivas en cubres

redondos montados sobre una cámara que

mantenía las células en medio DMEM. Los

filtros utilizados fueron YFP (excitación

500/20; emisión 535/30), CFP (excitación

436/10; emisión 470/30) y FRET

(excitación 436/10; emisión 535/30).

Figura 5. Representación de la configuración de los

distintos canales utilizados para el análisis FRET con el

microscopio de fluorescencia
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Se muestra la imagen del fluoróforo

donador, del fluoróforo aceptor. Después se

procede a excitar la molécula donadora y a

capturar la emisión de la aceptora. El canal

FRET cuantifica en escala de color (rojo =

alta, azul = baja) la emisión por

transferencia de energía después de las

correcciones (a = 0.5, b = 0.02). En las

imágenes se ha sustraído el ruido de fondo.

3.11. Electrofisiología

Con el fin de registrar las corrientes

de potasio de estudio en este trabajo se ha

utilizado la técnica patch-clamp en su

configuración whole cell. Esta técnica

desarrollada a principios de los ochenta

(Hamill y cols., 1981), permite fijar el

potencial de membrana de una célula o

parte de su membrana y registrar las

corrientes iónicas que aparecen al aplicar

potenciales hiperpolarizantes y

despolarizantes. El fundamento de esta

técnica consiste en formar un sello de alta

resistencia entre una micropipeta de vidrio

con un microelectrodo en su interior y la

membrana de la célula. La micropipeta se

llena con la solución interna cuya

composición varía dependiendo de la

corriente a estudiar. Al poner la pipeta

sobre la superficie de la célula se aplica una

presión negativa mediante una ligera

succión de tal forma que la porción de la

membrana localizada en la luz de la pipeta

se invagina formando un sello de alta

resistencia. A partir de este punto, para

conseguir la configuración whole cell se

aplica una succión adicional rompiendo la

porción de la membrana invaginada. Tras la

rotura del parche de la membrana entran en

contacto la solución interna y el citoplasma

celular cambiando inmediatamente la

composición de este último. En estas

condiciones se fija el potencial de

membrana al potencial deseado y mediante

distintos protocolos se registra la corriente

deseada. La corriente resultante es la suma

de todos los canales presentes en la

membrana activables con las condiciones

determinadas o también llamada corriente

macroscópica.

El equipo utilizado, las soluciones

empleadas y los protocolos realizados para

los distintos registros vienen detallados en

cada una de las contribuciones que se

adjuntan. Sin embargo, a continuación se

muestra una breve descripción de los

análisis realizados para estudiar la actividad

del complejo generador de la corriente de

salida de potasio dependiente de voltaje.

En la figura 6A se muestra un

registro característico de una corriente de

potasio de salida al aplicar una serie de

pulsos despolarizantes desde –60mV a

+50mV. A partir de estos registros y

mediante la ecuación de Boltzmann que

relaciona la conductancia (G) con el voltaje

(V) se obtienen dos parámetros

característicos del gating del canal a

estudiar:

G/Gmax = 1/(1 + exp(V1/2 – V/k))
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Donde V1/2 es el potencial al cual la

mitad de los canales están abiertos o lo que

lo mismo, al que se alcanza la mitad de la

conductancia máxima. La k refleja la

rapidez con la que se alcanza el máximo de

conductancia, o también el grado de

sensibilidad al voltaje. En la figura 6B se

muestra la curva conductancia-voltaje a la

que se ajusta la ecuación de Boltzmann. En

esta gráfica la V1/2 es el punto de inflexión

de la curva y k es la pendiente.

La figura 6C representa la apertura

de los canales de potasio de una célula al

aplicar un único pulso despolarizante. En

ella se han remarcado tres regiones que

corresponden a las zonas en las que se

estudia la activación (I), la inactivación (II)

y la deactivación del canal (III). A partir de

un protocolo de pulsos similar al de la

figura 6A se calcula la constante de tiempo

de activación para cada voltaje a partir de la

función:

Donde es la constante de tiempo

de activación de tal forma que a mayor

valor más lentamente se activa el canal.

Con el mismo protocolo de pulsos

se calculan las constantes de inactivación y

deactivación pero ajustando a otra función

exponencial:

I(t) = A(1 - exp (-t/ ))

I(t) = A exp (-t/ )
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-60 mV
200 ms

50 mV

A

B

-60 mV
200 ms

50 mV

Tiempo

In
te
n
si
d
ad

C

D

I/
Im
a
x

V (mV)

0

-40 -20 0 20 40 60-60

1.0

V (mV)

G
/G

m
a
x

-40 -20 0 20 40 60-60

1.0

0

Figura 6. Estudio electrofisiológico de las corrientes de potasio dependientes de voltaje. A, registro representativo de

corrientes de salida en configuración whole cell mediante un protocolo básico. B, Gráfica del ajuste conductancia –voltaje

representativa que se obtiene a partir de este registro. C, Registro de un pulso único en el que se definen las regiones de estudio

de la activación, la inactivación y la deactivación. D, gráfica representativa de los estudios de inactivación respecto al la

dependencia del voltaje
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Donde es la constante de

inactivación o deactivación. Cuanto mayor

es el valor de , más lentamente inactiva o

deactiva el canal.

El grado de inactivación del canal

según el voltaje se estudia utilizando un

protocolo de pulsos diferente al descrito

anteriormente. En este caso se aplica un

potencial durante un tiempo largo pasando

a continuación un pulso despolarizante fijo.

El potencial al que se mantiene la célula

antes de despolarizarla es cada vez más

positivo, de tal forma que cada vez hay más

canales inactivos que no se abren. En la

figura 6D se muestra una gráfica

representativa de la inactivación llamada

steady-state inactivation curve. La

pendiente de esta curva define la

sensibilidad de la inactivación a pequeñas

variaciones del voltaje.
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