provided by Real Academia Nacional de Farmacia: Portal Publicaciones

An. R. Acad. Nac. Farm., 2004, 70: 9-31

Los poros y los canales ionicos regulan
la actividad celular

JUAN TAMARGO MENENDEZ
Académico de Numero de la Real Academia Nacional de Farmacia

«Los canales ionicos son las proteinas responsables de la genera-
cion y orquestacion de las seriales eléctricas que atraviesan el cerebro
que piensa, el corazon que late y el miisculo que se contrae». Acker-
man MJ et al. (1)

La Real Academia Sueca de las Ciencias ha concedido el Premio
Nobel de Quimica 2003 a los Profesores Roderick MacKinnon por
sus trabajos sobre «la estructura de los canales i6nicos» y Peter
Agre por «el descubrimiento de los canales para el agua o acuapo-
rinas». Peter Agre (1949) se gradu6é en Quimica en Augsburg en
1970 y, en la actualidad, es profesor del Departamento de Bioqui-
mica y director del programa de grado en Medicina Molecular y
Celular en la Escuela de Medicina de la Universidad Johns Hop-
kins. Roderick MacKinnon (1956), se gradu6 en Bioquimica por la
Universida de Brandeis y en Medicina por la Universidad de Tufts,
es investigador del Howard Hughes Medical Institute y profesor de
Neurobiologia Molecular y Biofisica en la Universidad Rockefeller
de Nueva York. Los estudios de ambos investigadores nos han
permitido comprender la estructura y funcién de los canales de K,
Cl' y agua, como se mueven los iones y las moléculas de agua a
través de las membranas celulares, como se generan y propagan las
sefiales eléctricas, el mecanismo de accién de numeroso farmacos
ampliamente utilizados en la clinica o comprender como los rifio-
nes recuperan el 99% del agua filtada por el glomérulo renal. A
continuacién analizaremos las principales contribuciones de estos
investigadores.
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CANALES IONICOS: DEFINICION Y FUNCION

La membrana celular es una barrera que separa dos medios acuo-
sos de distinta composicion, el extracelular y el intracelular, regulan-
do su composicién. Los iones son moléculas hidrofilicas inmiscibles
en los lipidos de la membrana y que para atravesarla requieren de
mecanismos especificos de transporte. En algunos casos, los iones
pasan a través de poros hidrofilicos denominados canales iénicos v,
en otros, se transportan a favor de su gradiente de concentracién
uniéndose a proteinas transportadoras o carriers; ambos sistemas de
transporte son pasivos y, por tanto, no consumen energia. Otras
veces, el transporte i6nico se realiza contra un gradiente electroqui-
mico, desde la zona mas diluida a la mas concentrada, utilizando
unas proteinas denominadas bombas ionicas. Esta forma de trans-
porte es activa y requiere el consumo de energia procedente del
metabolismo energético celular.

Sin embargo, los canales i6nicos no son simples poros acuosos
conductores, sino que desarrollan 3 funciones fundamentales (2,3):

a) Permiten el flujo de iones a su través a una velocidad muy
superior a la de cualquier otro sistema biolégico (10° iones/seg frente
a 10° iones/seg que mueve un transportador o una ATPasa con fun-
cién de bomba idnica). El flujo de iones que atraviesa cada canal
puede medirse como una corriente eléctrica, que puede producir
rapidos cambios en el potencial de membrana.

b) Son capaces de discriminar qué iones pasan a su través, es
decir, que presentan selectividad iénica.

c¢) En respuesta a un estimulo, las proteinas del canal son capa-
ces de adoptar diversos estados conformacionales. En general, existe
un estado conductor (estado abierto, que permite el paso de iones a
su través) y dos no-conductores (estados inactivo y de reposo). A
nivel del potencial de reposo celular, la probabilidad de apertura de
algunos canales es minima, es decir, que sélo un reducido niimero
de canales puede abrirse al azar, pero si pueden abrirse en respuesta
a un estimulo adecuado. La despolarizacién celular aumenta la pro-
babilidad de apertura del canal, pero si la despolarizacién se man-
tiene, la probabilidad de apertura disminuye como consecuencia del
proceso de inactivacién iniciado simultaneamente por el de activa-
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cién; asi el canal pasa al estado inactivo-cerrado desde el cual no
puede volver a abrirse. Para que el canal vuelva a abrirse es necesa-
rio que el canal inactivado pase al estado de reposo, proceso al que
denominamos reactivacién del canal. Por tanto, la magnitud de la
corriente que cruza la membrana depende de la densidad de canales,
de la conductancia del canal abierto y de cuanto tiempo el canal
permanece en dicho estado.

Atendiendo a sus propiedades cinéticas (activacion-inactivacién),
caracteristicas farmacolégicas y al estimulo que determina el cam-
bio conformacional, podemos clasificar los canales iénicos en: a)
activados por cambios de voltaje (canales voltaje-dependientes Kv),
b) activados tras la interacciéon de un agonista con su receptor espe-
cifico localizado en la superficie de la membrana celular (canales
receptor-dependientes), ¢) activados por mediadores intracelulares
(Ca®*, ATP, nucleétidos ciclicos, protein-cinasas, acido araquidénico
y sus derivados) y d) activados tras deformacién mecéanica celular
(canales activados por distensiéon o aumento del volumen celular).
Sin embargo, esta division es muchas veces artificial, ya que la des-
polarizaciéon de la membrana puede inducir la liberacién de neuro-
transmisores y ligandos endégenos y activar canales activados por
receptores/mediadores, mientras que muchos ligandos enddégenos
pueden también modificar el potencial de membrana celular y acti-
var canales voltaje-dependientes.

CANALES DE K*

Los canales de K* representan el grupo mas numeroso, heterogé-
neo y ubicuo de proteinas estructurales de membrana (4-8). En las
células excitables, la apertura de los canales de K* facilita la salida
de este catién a favor de su gradiente electroquimico y juega un
importante papel en el mantenimiento del potencial de reposo celu-
lar, la frecuencia de disparo de las células automaticas, la morfolo-
gia y duracién de los potenciales de accidn, la liberacién de neuro-
transmisores y hormonas, la excitabilidad celular, el transporte de
electrolitos por las células epiteliales, la contraccion del musculo liso
y la regulacién del volumen celular. Ademas, los canales de K* cons-
tituyen la diana terapéutica de farmacos, toxinas y neurotransmiso-
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res que modulan la funcién celular. En esta presentacion me referiré
solo a los Kv, ya que son en los que Robert McKinnon maéas ha
trabajado.

Canales de K' voltaje-dependientes

A este grupo pertenecen los canales voltaje-dependientes (Kv1-4),
los ether-a-go-go (KCNH), los activados al aumentar la concentracién
intracelular de Ca’* (KCNM y KCNN) y los KvLQT (KCNQ). Estos
canales se activan durante la despolarizacion celular y, por su distin-
ta cinética de activacién-inactivacion, participan en las diferentes
fases de la repolarizaciéon del potencial de accién celular, modulando
la frecuencia y morfologia del mismo. Los canales funcionales resul-
tan del ensamblaje entre 4 subunidades o y 4 B, formando homo o
heterotetrameros (7,9). Cuando el canal es un homotetramero, las
cuatro subunidades o estan codificadas por el mismo gen, mientras
que los heterotetrameros estan constituidos por productos de distin-
tos genes, pero siempre de la misma subfamilia. La homologia de la
secuencia aminoacidica de los canales Kv en las regiones transmem-
brana es de aproximadamente un 40% entre las subunidades o de las
distintas subfamilias, mientras que dentro de cada subfamilia, Kv1-
4, es de un 70%.

Subunidad a. Es la unidad central del canal, ya que contiene el
poro conductor, el filtro de selectividad que permite el paso de K*
frente a otros cationes, el sensor de voltaje que controla los mecanis-
mos que regulan la cinética de apertura y cierre del canal y los
puntos de unién para los ligandos endégenos y farmacos. Presenta
6 segmentos que atraviesan la membrana (S1-S6) que se contintian
por extremos carboxi (C-) y amino (N)-terminales intracelulares (fi-
gura 1). El segmento S4, acttia como sensor de voltaje (9,10), mien-
tras que el lazo que une los segmentos S5 y S6 (segmento P) contie-
ne la secuencia TVGYG que determina la selectividad del poro para
el K* (11). Los canales Kv contienen en el segmento S6 una secuen-
cia Pro-X-Pro (PXP, posiciones 473-475) capaz de producir la tor-
si6on del mismo cerca de la superficie intracelular de la membrana,
lo que aumenta la entrada del vestibulo interno del poro.
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Ficura 1. A) Representacion cldsica de las subunidades oy B de un canal voltaje-
dependiente de K'. La subunidad o consta de 6 segmentos transmembrana (S1-S6) y
en su extremo N-terminal presenta la zona de tetramerizacion (T1). Las subunida-
des B se disponen bien a nivel intracitoplasmdtico o en forma de un segmeno trans-
membrana. B) Topologia del canal KvAP aislado del Aeropyrum pernix. Modificado
de Jiang vy cols (20). C) Representacion esquemdtica del movimiento de cargas a
través de la membrana que acomparia a la apertura (paso del estado de reposo al
abierto) de los canales voltaje-dependientes segiin el modelo convencional y el de
Gulbis y cols (39).

El poro iénico. El poro del canal estd formado por el lazo que
une los segmentos S5 y S6, los segmentos S5y S6 y la regiéon pep-
tidica que une S4 y S5 (11,12). La boca interna del canal est4 forma-
do por el lazo que une los segmentos S4 y S5 y las regiones citoplas-
maticas de los segmentos S5 y S6, mientras que la boca externa la
forman la regién P y la parte extracelular de los segmentos S5 y Sé6.
El segmento de unién de S4-S5 forma parte del poro interno y del
receptor para la particula de inactivacion.

En experimentos de mutagénesis dirigida, en los que se ha ana-
lizado la selectividad iénica, la cinética de activacién-inactivacién
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y la sensibilidad a toxinas (charibdotoxina, dendrotoxina) y a te-
traetilamonio cuando se aplica a la superficie extracelular (TEAo0)
o intracelular (TEAi), se ha podido demostrar que la regién P
consta de 19 aminoacidos (D431-T449) y penetra en el interior de
la membrana (12-14). Los primeros 8 aminoacidos (D431-V438) y
los 3 dltimos (D447-T449) se localizan a la entrada del poro, ob-
servandose que la sensibilidad al TEAo externa aumenta casi 50
veces cuando la T449 se reemplaza por tirosina (T449Y), cisteina
(T449C) o fenilalanina (T449F)(15), mientras que la mutacién de
este residuo por lisina, arginina, glutamato o valina reduce la sen-
sibilidad al TEAo y la amplitud de la corriente y suprime la rec-
tificaciéon del canal (12,14). En el centro del segmento P se encuen-
tra la secuencia VTMTTV (438-443), habiéndose demostrado que la
T441 se localiza en la porcién mas profunda del poro y contribuye
a la unién del TEAi (12-14,16,17). La mutacién T441S disminuye
10 veces la sensibilidad del canal al bloqueo producido tras la
administracién de TEAi, pero no altera la producida por el TEAo
(12-14).

El sensor de voltaje. Los canales Kv disponen en su estructura
dipolos que detectan las variaciones del potencial de membrana e
inducen cambios conformacionales en la proteina del canal que
conduzcan a su activacién-apertura (figura 1). Estudios de mutagé-
nesis dirigida y de neutralizaciéon de cargas y sustitucién por resi-
duos de Cys han demostrado que el sensor del voltaje estd formado
por el segmento S4, que presenta cada 3 residuos un aminoacido
cargado positivamente [X-X-(A/L)] y las cargas negativas de los seg-
mentos S2 y S3, que ejercen una accién electrostatica con el segmen-
to S4 (16-18). Mutaciones en las que se neutralizan los aminoacidos
cargados en S4 desplazan el valor del punto medio de activacién del
canal, lo que indica que participa en el cambio conformacional que
conlleva a su apertura (16,17).

Clasicamente se consideraba que cuando el canal se abria tenia
lugar el movimiento de residuos cargados (arginina) a través del
campo eléctrico transmembrana, acoplandose ambos procesos; se ha
calculado que el movimiento de cargas equivale al de 14 electrones,
lo que implica el movimiento de las 4 argininas que contiene cada
una de las subunidades o que forman el canal (cada arginina con-
taria por un electrén) (19).
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Sin embargo, este modelo ha sido drasticamente modificado por
MacKinnon y cols (20,21). Estos autores analizaron la topologia de
la subunidad o del canal KvAp del Aeropyrum pernix, observando
que presentan 6 segmentos transmembrana, pero cuya disposicién
era bien distinta a la previamente descrita (figura 1). Los segmentos
S5y S6 vy el segmento de unién S5-S6 rodeaban el poro del canal,
por fuera de ellos se disponian los segmentos S1 y S2 vy, en la por-
ciéon mas externa, se disponian los segmentos S3 y S4. El segmento
S3 presenta 2 hélices (S3a y S3b) separadas por un segmento de
unién, observandose que S3b forma con el extremo N-terminal del
S4 (que contiene los residuos de arginina) una estructura acodada a
la que los autores denominaron sensor de voltaje. A continuacién
analizaron el movimiento de cargas durante la apertura del canal.
Para ello, utilizaron fragmentos Fab monoclonales (que se fijan a la
zona cargada) y la toxina VSTXI1 vy fijaron biotina a distintos resi-
duos (101-127) y determinaron si la administracién intra o extrace-
lular de avidina tenia acceso a la biotina. Llegaron a la conclusién
de que las argininas cargadas se disponian en la superficie externa
del canal, al que se fijaban a través de los segmentos S3 y S4-S5 y
que se movian en la interfase lipidoproteica. Cuando los canales
estan cerrados, el sensor de voltaje se dispone en el interior de la
membrana cerca de la superficie citoplasmatica, mientras que du-
rante la apertura del canal se movia una gran distancia (=25A) en
sentido perpendicular a través de la membrana (figura 1); este mo-
vimiento permitia abrir los canales al tirar hacia afuera del segmen-
to S4-S5.

Inactivacion de los canales Kv. Tras la activacion, algunos
canales de K* se inactivan, es decir, pasan a un estado no conductor
desde el cual el canal no puede volver a activarse. La inactivacién
tiene lugar por dos mecanismos, uno rapido o tipo N y otro lento o
tipo C, que implican a los extremos correspondientes de la subuni-
dad a que forma el canal (22,23).

La inactivacion tipo-N se explica segun el modelo de la «bola y
la cadena» (Zagotta y cols., 1990; Hoshi y cols., 1990), por el que los
primeros 22 aminoacidos de cada uno de los 4 extremos N-termina-
les formaria una «pelota de inactivaciéon» que se une a través de una
cadena de aminoacidos (residuos 23-83) a un receptor cargado ne-
gativamente, localizado en la boca intracitoplasmatica del canal, que
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puede ser ocupado tras la apertura del mismo, produciendo su rapi-
da inactivacion (22,24,25). MacKinnon demostré que existen 4 com-
puertas de inactivacién (incluso con una sola el canal puede inacti-
varse), que cuando una obstruye el poro las demas ya no lo hacen
y que la velocidad de reactivacién del canal es independiente del
numero de compuertas de inactivaciéon (26).

Diversos hallazgos han confirmado la hipétesis de la cadena y la
pelota: 1) al reducir el nimero de aminoacidos existentes entre los
residuos 23 y 80 del extremo N-terminal, se acelera la velocidad de
inactivacion, ya que se acorta la longitud de la cadena que sujeta la
bola; por el contrario, al aumentar el nimero de residuos la inacti-
vacion se retrasa (25,27). 2) Se abole tras la administracion de TEAI
y por mutaciones que suprimen los primeros 22 aminoacidos del
extremo N-terminal o rompen la secuencia de los segmentos hidro-
fobicos S4-S5 y se restaura tras adicionar el péptido eliminado
(22,24,27). 3) La mutaciéon de los residuos cargados positivamente
que forman la pelota retrasa la inactivacion, lo que sugiere que
la carga es responsable de la atracciéon de la pelota por el poro.
4) La inactivacion tipo-N es insensible a mutaciones en la boca ex-
terna del poro i6énico o del segmento S6 (27,28) y a la administracién
de TEAo (29).

La inactivacién lenta tipo C de los canales Kv1.2, Kv1.5, Kv2.1 y
KCNH2 se bloquea cuando se aumenta la concentracién de K* extra-
celular (28) o se aplica TEA a la superficie externa del canal, pero no
cuando se aplica a la superficie interna, lo que parece reflejar la
lenta constriccion en la boca externa del poro del canal (12,22,29).
La inactivacién tipo-C parece implicar cambios conformacionales
cooperativos entre las cuatro subunidades o que forman el canal
(30). Esta inactivacion se acelera cuando la alanina en posicién 469
del segmento S6 se reemplaza por valina y se retrasa cuando se
reemplaza por histidina (Bush y cols., 1991). Los canales que pre-
sentan inactivacion lenta se reactivan mas rapido que aquéllos que
se inactivan por un mecanismo intracelular-rapido.

Estructura de la subunidad o. En el afio 1998, Doyle y cols
(31) describieron la estructura cristalografica de alta resolucién (3.2
A) del primer canal de K*, el canal KcsA procedente de Streptomy-
ces lividans, lo que constituyé un gran hito en el conocimiento de
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éstos y, en general, de todos los canales i6nicos. La subunidad o
de este canal bacteriano, que no es voltaje-dependiente, presenta
s6lo dos segmentos transmembrana (M1 y M2) que serian analogos
a los segmentos S5 y S6 de los canales Kv, conectados por la regién
del poro de unos 30 aminoacidos, que incluye la hélice del poro (P)
y el filtro de selectividad y se localiza en la superficie externa de la
membrana (figura 2). A pesar de ello, su secuencia aminoacidica
es similar a la de otros canales de K*, como los Kv, los Kir o los
activados por ligandos. El segmento M1 mira hacia la membrana
y el M2 esta inclinado unos 25° con respecto al plano de la mem-
brana, por lo que delimita la entrada citoplasmatica del poro del
canal. El resultado es una estructura que asemeja un cono inver-
tido, cuya base se dispone hacia la superficie de la membrana
celular. La longitud del poro es de 45 A, iniciandose en la cara
citoplasmatica por un tanel hidrofilico de 18 A de longitud, que se
abre en una cavidad ancha de unos 10 A de didmetro, aproxima-
damente en el centro de la membrana; tras la cavidad, el poro se
estrecha considerablemente, constituyendo esta barrera el filtro de
selectividad. Este esta formado por las cadenas polares-carbonilo
de las secuencias GYG y determina una regién de 12 A de longitud
con una luz tan estrecha que s6lo pueden atravesarla los iones K*
deshidratados que alcanzan el medio extracelular.

A B Extracellula
4 5 i ' 4
6 £ 12 A
mM1
(] g E 113
v

Intracellula

FiGura 2. Estructura de la subunidad o del canal KcsA procedente de Streptomyces
lividans. A) Topografia general, en la que se muestran los dos dominios transmem-
brana (M1, M2) y el poro (P), asi como la secuencia GYG del filtro de selectividad.
B) Representacion tridimensional del tetrdamero del canal KcsA. F. C y E indican,
respectivamente, al filtro de selectividad, la cavidad y la entrada interna del canal.
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Cuando el canal se abre, los iones de K* hidratados entran rapi-
damente en el tunel hidrofilico y desembocan en la cavidad; ambas
estructuras estan rodeadas de cadenas laterales hidréfobas, minimi-
zédndose la interaccién electrostatica del K* con el canal; se crea asi
una ruta de baja resistencia para el movimiento de K* desde el cito-
plasma hasta el filtro de selectividad. A nivel de la cavidad, las hé-
lices del poro (P) estin orientadas de tal forma que dirigen sus
extremos C-terminales electronegativos hacia el centro de la misma,
lo que genera un campo eléctrico negativo que atrae y neutraliza la
carga de los iones K* hidratados. Sin embargo, el filtro de selectivi-
dad esta tapizado por atomos de oxigeno de los grupos carbonilo de
las cadenas de los aminoacidos que forman la secuencia GYG. Cuan-
do un i6n K* entra en el filtro de selectividad se deshidrata, y para
compensar el coste energético de la pérdida de agua, los 4&tomos de
oxigeno entran en contacto con el i6n y lo estabilizan. Una vez que
los iones K* han penetrado en la parte final del poro, la fuerza de
atraccién entre el ién K* y el filtro de selectividad se ve perfectamen-
te compensada por la fuerza de repulsién entre los iones y se pro-
duce su rapida salida hacia el espacio extracelular.

Subunidades B. Aunque la expresién heteréloga de las subunida-
des o es suficiente para generar canales de K' funcionales, para
reproducir las caracteristicas de los canales nativos es necesario su
coexpresién con subunidades B (32,33). Algunas subunidades J
(KvB1-4) carecen de segmentos transmembrana y de puntos de gli-
cosilacion, lo que sugiere que se trata de proteinas intracitoplasma-
ticas (Kvp1-4), mientras que otras subunidades, codificadas por ge-
nes de la familia KCNE (MinK, MirP1) poseen un segmento
transmembrana. Otro ejemplo de subunidades B son los receptores
para sulfonilureas SUR de los canales Kv6.1 y Kv6.2, que contienen
12 segmentos transmembrana y dos puntos de unién para nucleéti-
dos (34). La interaccion entre las subunidades oy B de los canales
Shaker implica el dominio N-terminal hidrofilico de la subunidad o
y el C-terminal de la B (32,33).

Las subunidades Kvp1.1-1.3, Kvf2.1 y KvB3.1 se unen a las subu-
nidades a de los canales Kv1, mientras que las Kv4 se asocian a los
canales Kv2 (32,33). La subunidad Kvp1.1 acelera la inactivacién
tipo-N de los canales Kv1.1, Kv1.2 y Kv1.4 y la tipo-C del canal Kv1.5
y desplaza la curva de activacién hacia niveles mas hiperpolarizados
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de potencial de membrana; las subunidades Kvf1.2 y Kv31.3 acele-
ran tanto la inactivacién tipo N como la C, a la vez que modifican
su dependencia de voltaje y la velocidad de deactivacion de los ca-
nales Kv1.4. La KvB2.1 acelera la inactivacion de los canales Kv1.4
y Kv1.5 y desplaza la curva de activacién hacia niveles mas hiperpo-
larizados.

La estructura de la subunidad Kvf2.1 del canal KcsA ha sido
determinada mediante cristalografia de rayos X con una resolucién
de 2.8A por Gulbis y cols (35). Como otras proteinas integrantes de
los canales de K, las subunidades Kvf32.1 son un homotetramero de
oxidoreductasas que contienen un punto activo con actividad cata-
litica y un cofactor NADPH (adenina nicotinamida adenina dinu-
cle6tido reducida). Sin embargo, se desconoce el sustrato especifico
del sitio activo de la subunidad B, su funcién biolégica y la estequi-
mometria o/f en los distintos canales Kv. Ademas, dichos autores
proponen que la subunidad B podria funcionar como un sistema
6xido-redox del canal de K*, de tal forma que la apertura-cierre del
mismo podria estar regulado por transiciones NADPH-NADP*, lo que
concuerda con el hallazgo de que la coexpresion de canales Kv con
subunidades B confiere sensibilidad al O, (36).

Las subunidades KvB1.1, KvB2.1 y Kvp4.1 pueden actuar como
chaperones, facilitando el ensamblaje de las subunidades oy By
su trafico hacia la superficie, facilitando la expresiéon de las subuni-
dades o en determinados puntos de la membrana en los que se unen
a una superfamilia de proteinas que presentan dominios PDZ y
SH3 (37). Las subunidades KChIPs (Kv Channel Interaction Protein)
regulan la funcién y expresion de los canales que generan corrientes
transitorias sensibles a 4-aminopiridina (Kv2.1, Kv1.3 y Kv4.3) y la
subunidad KChAP (K* Channel Associated Protein) regula las de los
canales Kv1.3, Kv2.1 y Kv4.3 (38).

Ensamblaje de las subunidades a del canal. La regién T1 (de
tetramerizacion) que precede al segmento S1 (residuos 83-196) y las
cisteinas en posiciones 55, 96 y 505, estan encargadas del ensambla-
je de las 4 subunidades o para formar homotetrameros en los cana-
les de las familias Shaker y Shal, a la vez que impide el ensamblaje
heteromérico de las subunidades o de distintas familias. Sin embar-
go en los canales de las subfamilias HERG y KCNQ serian los seg-
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mentos transmembrana mas préximos al extremo C-terminal, los
implicados en el ensamblaje de las subunidades o.

Gulbis y cols (35,39) analizaron, con una resolucién de 2.1 A la
interaccion citoplasmatica entre la subunidad o Kvl.1 de rata y la
subunidad KvfB2.1, en concreto, la regién correspondiente a los re-
siduos 36 a 367, es decir, sin el extremo N-terminal. El importante
papel dela region T1 en la interaccién con la subunidad KvB2.1 quedé
demostrado al comprobar que su supresion, pero no la del extremo
C-terminal, impide el ensamblaje entre ambas subunidades. La es-
tructura de la regién central de KvB2.1 es un tetrdmero, con cada
monémero formado por un barril TIM de 90x90x40 A y un corazén
de ocho laminas P paralelas envueltas por hélices-o. La regién T1
forma una plataforma de anclaje para la subunidad KvB2.1, forméan-
dose un complejo T1,B, en el que los dominios T1 quedan miran-
do hacia la boca citoplasmatica del poro y la subunidad B hacia
el citoplasma. El poro se comunica con el citoplasma a través de
unas aperturas laterales cargadas localizadas por encima de dicho
complejo.

Canales que presentan dos segmentos transmembrana
y un poro (2 TM-1P)

Dentro de este grupo existen 7 subfamilias (Kirl-Kir7) codifica-
das por genes KCNJ, que generan corrientes que presentan rectifica-
cién interna, es decir, que conducen mas iones K* hacia adentro que
hacia fuera de la célula. La conductancia de los canales Kir al es
maxima a potenciales cercanos al nivel del potencial de equilibrio
para el K (-90 mV), pero disminuye con la despolarizacién, por lo
que juegan un importante papel en el control del potencial de reposo
celular, evitando una pérdida masiva del K* intracelular. Los canales
Kir estan formados por homo o heterotetrameros de 4 subunidades
oy 4 B. La subunidad o esta formada por dos segmentos transmem-
brana (M1, M2), similares a los S5 y S6 de la familia Shaker, entre
los que se dispone la regién P que contiene la secuencia G(Y/F)G y
con los extremos N- y C-terminales citoplasmaticos (7,40). Aunque
los Kir no presentan un dominio analogo al S4 de otros canales
i6nicos (sensor de voltaje) existe una regiéon, denominada MO, con
cierta homologia y con repeticiones de residuos cargados. El domi-
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nio C-terminal también participa en la selectividad i6nica y en la
rectificaciéon interna del canal y presenta la secuencia serina/treoni-
na-X-valina/isoleucina (S/T-X-V/I) que permite su unién a proteinas
de anclaje (PDZ, PSD-95/SAP90) de la membrana (7).

La rectificacion interna de los canales Kir se ha atribuido a la
acciéon de Mg?* y de poliaminas (espermina, espermidina, putresci-
na), que ocluyen el vestibulo interno del poro tras la despolarizacién
de la membrana (39). El Mg** bloquea los canales K1 (K, = 10.5 pM
a +30 mV), por lo que en condiciones fisiol6gicas ([Mg*‘], = ~0.5-2
mM) el bloqueo del estado abierto del canal es casi instanténeo. La
acciéon de Mg”** y poliaminas se debe a su interaccién con dos resi-
duos cargados negativamente (D172, E224) localizados en M2 y en
el extremo C-terminal.

A este grupo pertenecen también los canales que se activan por
acetilcolina o adenosina (0/f = Kir3.1/Kir3.4) o cuando disminuye la
concentracién intracelular de ATP (o/f = Kir6.2/SUR), algo que su-
cede en situaciones de isquemia cardiaca o cerebral (4,7). Las subu-
nidades SUR1/SUR2 presentan 3 dominios transmembrana (TMDO,
TMD1, TMD2), que contienen 5, 5 y 6 segmentos transmembrana y
dos puntos de unién intracitoplasmaticos para nucleétidos (NBF-1 y
NBF-2), que se localizan en el segmento que une TMD1 y TMD2 y
en el extermo C-terminal (34).

CANALES DE CLORO

Los canales de Cl juegan un importante papel en la regulacién
del potencial de membrana en las células excitables (p.ej. en el
musculo esquelético, de la excitabilidad celular, el transporte transe-
pitelial de agua y electrolitos y la regulacién del volumen y del pH
celulares y pueden ser activados por cambios de voltaje, ligandos
endoégenos (Ca**, AMPc, proteinas G) y fuerzas fisicas (dilatacién
celular).

Recientemente, el grupo de MacKinnon ha analizado la estructu-
ra de un canal de Cl presente en la Salmonella enterica y en el
Escherichia coli (40). Estos canales presentan 18 a-hélices (denomi-
nadas A-R, aunque la A no se inserta en la membrana), alguna de las
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cuales puede no atravesar la membrana celular en su totalidad, y
cuyos segmentos C- y N-terminales son intracitoplasmaticos. El ca-
nal CIC-1 parece estar formado por la dimerizaciéon de dos subuni-
dades CIC-1, presenta 2 poros separados entre si por una zona ex-
tracelular electronegativa que facilita la repulsién electrostatica, 2
filtros de selectividad y 2 compuertas de activacién, pero sélo una de
inactivacién.

Ficura 3. Estructura de la subunidad o del canal de cloro aislado de la Salmo-
nella enterica. Modificada de Dutzler y cols (40).

C

La porciéon N-terminal incluye los segmentos B-1 y exhibe una
disposicién antiparalela con la porcién C-terminal (segmentos J-Q).
El filtro de selectividad de los canales de CI incluye las secuencias
GSGIP (106-110, en el extremo citoplasmatico del segmento D), G(K/
R) GEP (146-150, entre E y F) y GXFXP (335-359 entre M y N), asi
como la T445 (al final de Q), todas ellas localizadas en los lazos que
preceden a los segmentos D, F, N y R, respectivamente, mientras que
los segmentos D, F y N, que estan cargados, formarian parte del
sensor de voltaje. Los segmentos N-terminal de ambos monémeros
estan cargados positivamente y se orientan de tal forma que crean
un medio electrostatico favorable para la unién del anién. El i6n CI
es coordinado por los 4tomos de N* de la cadena amida de la 1356
y F357 y los atomos de oxigeno de la cadena lateral de la S107 e
Y445. El poro conductor (12 A) esta formado por las hélices F, N y
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D y se accede a él desde unos vestibulos intra y extracelulares mas
amplios. El residuo E148 situado entre las hélices F y N esta alta-
mente conservado en los canales de Cl' y formaria parte del filtro de
selectividad del canal desplazandose su cadena lateral para permitir
el paso del i6n CI a través del poro. Los vestibulos que conducen al
filtro de selectividad contienen residuos de arginina (R147, R451),
que crean un potencial electrostatico que encauza los iones Cl hacia
las entradas del poro i6nico. La boca interna del poro presenta
puntos de fosforilaciéon para la PKC, lo que disminuye la conductan-
cia del canal sin modificar su dependencia de voltaje.

ACUAPORINAS

El agua es el principal componente de todas las células y tejidos
de los organismos vivos. Sin embargo, los mecanismos implicados
en el transporte de agua a través de las membranas biol6gicas ha
sido objeto de un gran debate. Si bien el agua difunde a través de la
membrana, la difusién no es suficientemente rapida como para ex-
plicar muchos procesos fisiolégicos. De hecho, diversos hallazgos
sugerian la existencia de poros selectivos para el agua: a) la alta
permeabilidad de los eritrocitos y los tibulos renales (41), b) el que
la permeabilidad al agua se pudiera inhibir a estos niveles con Hg**
y ¢) que las fluctuaciones en el transporte de agua fueran reguladas
de forma especifica por la vasopresina.

El aislamiento el 9 de octubre de 1991 de una proteina, denomi-
nada acuaporina-1 o AQ1 (28 kDa) en los eritrocitos y los tibulos
renales, acabé la polémica (42). Que esta proteina regulaba el trans-
porte de agua fue demostrado al comprobar que su expresiéon en
oocitos de Xenopus, que presentan una pobre permeabilidad al agua,
producia un marcado aumento de ésta, de tal forma que el oocito se
hinchaba e incluso explotaba (43). Este aumento de la permeabili-
dad acuosa (de hasta 3 x 10° moléculas de agua/segundo) se inhibia
con Hg”*, presentaba una baja energia de activacién y no se acom-
pafiaba de corrientes iénicas (44).

Los modelos estructurales de la AQ1 humana (45) y bovina (46)
demuestran que la proteina constitutiva del canal existe como un
homotetramero con sus extremos C- y N-terminales a nivel intrace-
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lular. La secuencia del ADNc demostré dos repeticiones en tanden,
cada una de las cuales estaba compuesta de 3 segmentos transmem-
brana (figura 4)(47). Los lazos que conectaban los segmentos 2-3 (B)
y 4-5 (E) penetraban en el interior de la membrana lipidica y con-
tenian un triplete asparragina-prolina-arginina (NPA) caracteristico.
El tandem gira de tal forma que los tripletes, que estan dispuestos
a 180° uno del otro, contactan entre si hacia la mitad de la bicapa
y forman una esfera de reloj a través de la cual fluye el agua y que
queda rodeada por los 6 segmentos transmembrana (42,48,49). A
diferencia de otros canales, en los que las 4 subunidades o rodean
el poro i6nico, la AQP1 se dispone como un tetramero en el que cada
subunidad contiene su propio poro.

A

=

FiGura 4. Estructura de la subunidad o de la acuaporina AQP1. A) Topografia ge-
neral, en la que se muestran los segmentos transmembrana (SI1-S6), la secuencia
asparragina-prolina-alanina (NPA) y la cisteina 189. B) Representacion del ensambla-
je para formar el poro acuoso. C) El canal funcional estd formado por un homote-
trdamero con cuatro poros a través de los cuales pasan las moléculas de agua.

Estructura de la AQP1

La AQP1 presenta dos amplios vestibulos en forma de cono inver-
tido rellenos de agua, que quedan separados por un estrecho tunel
de 20 A de longitud, a través del cual deben atravesar en fila las
moléculas de agua (42,48). La entrada al segmento mas estrecho del
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canal (8 A) es controlada por la restriccién y la repulsién electros-
tatica determinada por los residuos F56, R195, C189 y H180; los
residuos R195 y H180 no permiten el paso de moléculas mas volu-
minosas que el agua y sus cargas positivas repelen los protones
(H,0") y otros cationes. En el centro del canal existe otra barrera
para la conductancia de protones, formada por dos asparraginas
(N76 y N192) pertenecientes al triplete NPA, que contienen residuos
polares para la formacion de puentes de hidrégeno y producen una
reorientacion transitoria del dipolo de la molécula de agua (49). Asi,
las moléculas de agua que penetran en el canal disponen sus oxige-
nos hacia abajo, pero al interactuar con ambas asparraginas giran,
y continuan su paso a través del canal con el oxigeno mirando hacia
arriba. Ademas, los oxigenos de los grupos carbonilo de los residuos
G188, C189, G190 y G1191 que limitan el poro del canal constituyen
puntos para la formacién de enlaces de hidrégeno (50). En la zona
mas estrecha del canal, al mismo nivel que H180 y R195, existe una
cistefina (C189), cuyo grupo sulfidrilo determina la sensibilidad a los
iones Hg*".

Se desconocen los factores que regulan la cinética de apertura-
cierre de las acuaporinas. La AQPO se activa a pH acido y se inactiva
por iones Ca; la AQP3 se inactiva a pH bajos y la AQP6 localizada
en las vesiculas celulares de las células a intercalares de los tabulos
colectores se activan a pH bajo (51,52).

Heterogeneidad de las acuaporinas

Desde la identificacién de la AQP1 se han descrito otras 10 acua-
porinas que pueden agruparse en dos grandes familias, aquéllas que
son especificas para el transporte de agua (acuaporinas clasicas:
AQPO, AQP1, AQP2, AQP4, AQP5, AQP6, AQP8 y AgpZ del E. coli) y
otras que permiten el transporte de agua y glicerol (acuagliceropo-
rinas: AQP3, AQP7, AQP9, AQP10 y GIpF del E. coli) (42,53). El
mantenimiento del potencial de membrana y del pH intracelular
requiere que las acuaporinas inhiban el paso de ciertos iones, en
particular, de protones.

Las acuaporinas se expresan en tejidos especificos, si bien no se
han podido identificar a nivel neuronal y su localizacién se muestra
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en la Tabla 1. En las células que expresan mas de una acuaporina,
los distintos homoélogos se localizan en distintas zonas de la mem-
brana; en las glandulas salivares, las AQP3 estan presentes en las
membranas basolaterales, donde facilitan el paso del agua desde el
intersticio, mientras que las AQP5 se localizan en las membranas
apicales, donde el agua se libera durante la salivaciéon (42,44).

TaBLA 1. Localizacion preferencial de las distintas acuaporinas
Canal Tejido

AQO Cristalino

AQ1 Eritrocitos, tibulo proximal, epitelio ciliar y alveolar pulmonar, plexo
coroideo

AQ2 Tubulo colector

AQ3 Tubulo colector, epitelio traqueal, gls lacrimales

AQ4 Tubulo colector, células ependimales, hipotalamo, epitelio bronquial

AQ5 Glandulas salivares y lacrimales

AQ6 Rinon

AQ7 Adipocitos, testiculo, tubulo proximal

AQ8 Tracto gastrointestinal, colon, placenta

AQ9 Higado, leucocitos

Papel fisiopatologico de las acuaporinas

La AQPO se expresa en las células del cristalino, que son avascu-
lares y anucleadas. Sin embargo, esta acuaporina exhibe poca per-
meabilidad acuosa, por lo que participaria como molécula de adhe-
sion celular (42); ello explicaria porqué la rotura de estos contactos
se traduce en una pérdida de la transparencia del cristalino. Pacien-
tes con mutaciones en la AQPO (Q134G, T138R) sufren cataratas
congénitas (54,55); ambas mutaciones interrumpen el trafico de las
proteinas nacientes desde el reticulo endoplasmico hacia la membra-
na. Llama la atencién que ambas mutaciones corresponden a distin-
tos fenotipos, opaciadades lamelares en el momento del nacimiento
en el caso de la mutacién Q134G y opacidades progresivas a lo largo
de la vida en la mutacién T138R.

Las AQP1 son muy abundantes en las membranas apical y baso-
lateral de los tibulos proximales y en otros tejidos con importantes
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funciones secretoras, tales como los plexos corotideos (liquido cefa-
loraquideo), epitelio de la cAmara anterior del ojo (humor acuoso),
colangiocitos (bilis) y endotelio capilar (regulacién del paso de agua
a nivel capilar) (56). Su papel principal en el rifién es concentrar el
filtrado glomerular desde los 180 L/dia originales al volumen final de
1.5 L/dia. Las QP1 del tabulo proximal y de la porcién fina descen-
dente del asa de Henle participan en el mecanismo de contracorrien-
te de concentracion renal. Los pacientes que carecen de AQP1 no
presentan alteraciones, si bien son incapaces de concentrar la orina
hasta 450 mOsm tras deplecién hidrica durante 24 horas o la admi-
nistracién de vasopresina y, ademads, presentan una permeabilidad
acuosa en los plexos capilares peribronquiales (57). Los glucocorti-
coides aumentan hasta 10 veces la expresiéon de AQP1 en el endotelio
capilar pulmonar (42).

La AQP2 reside en las vesiculas intracelulares de las células del
tibulo colector, previniendo la reabsorcién del agua filtrada. Ello
explica porqué una ingesta excesiva de agua o la administraciéon de
cafeina produce un aumento de orina diluida. En personas norma-
les, la AQP2 se encuentra en las vesiculas intracelulares y la admi-
nistracién de vasopresina estimula su redistribucién en la membra-
na apical celular, lo que se acompafia de un aumento de hasta 5
veces en la permeabilidad acuosa (44). La expresién de AQP2 esta
regulada por receptores acoplados a la activacion de la via AMPc-
protein cinasa A, que fosforila un residuo (S256) localizado en el
dominio C-terminal (58). Sobreexpresiéon de las AQP2 y aumento de
la reabsorcion tubular de agua aparece en situaciones patolégicas
que cursan con retencién hidrosalina (p.ej., insuficiencia cardiaca,
eclampsia) (59).

Los pacientes con mutaciones de la AQP2 (Arg187Cys) muestran
un cuadro de diabetes insipida nefrogénica, eliminado hasta 20 L de
orina al dia (60). Esta mutacién produce alteraciones en el ensam-
blaje de la proteina que queda retenida en el reticulo endoplasmico.
Otra mutacién (E258K) cercana al punto de activacién por el AMPc,
produce una proteina que queda retenida en el aparato de Gol-
gi (61). También se ha observado una menor expresién de AQP2 en
pacientes con defectos para concentrar la orina, tales como la dia-
betes insipida asociada a mutaciones en el receptor V2 de la vasopre-
sina o con eneuresis nocturna. Por el contrario, la expresién de la
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AQP tiene lugar en situaciones asociadas a retencién hidrica (insu-
ficiencia cardiaca, cirrosis, embarazo, eclampsia).

La QP3 se localiza en las membranas basolaterales de las células
principales del tabulo colector.

La AQP4 se concentra en la membrana perivascular de las célu-
las astrogliales, regulando el paso de agua entre el parénquima ce-
rebral y el espacio vascular; también se localiza en retina y en regio-
nes osmosensibles cerebrales, como el nticleo supraéptico (62). Dado
que el tejido cerebral se encuentra rodeado por un craneo rigido, la
recuperacion y supervivencia de los pacientes que han sufrido un
traumatismo craneoencefalico o un ictus dependera de la rapida
reduccién/prevencion del edema cerebral. Esto ha sido demostrado
en modelos animales, lo que sugiere que la manipulacién de la ex-
presién de las AQP4 podria tener interés terapéutico en estas cir-
cunstancias.

La AQPS5 se localiza en la membrana apical de multiples glandu-
las secretoras (lacrimales, salivares, células epiteliales alveolares).
También se expresa en el epitelio corneal, donde parece que contri-
buye a la hidratacién, transparencia y reparacion. Defectos del tra-
fico de AQP5 se han observado en las glandulas salivares de pacien-
tes con sindrome de Sjogren (63).

La AQP6 se localiza en las células o intercalares secretoras de
acido de los tubulos colectores renales, donde la proteina se localiza
a nivel intracelular; a este nivel se colocaliza en vesiculas junto a
ATPasa-H" (52). La AQP6 apenas si participa en la permeabilidad
acuosa, pero se activa a pH acido, participando en la secrecién de
acido por las células o intercalares (64,65). También se piensa que
actuaria como un inhibidor negativo de la poblacién intercelular de
la ATPasa-H*, enzima que es inhibida por el 6xido nitrico. Es posible
que mutaciones de la AQP6 se asocien a alteraciones del equilibrio
acido-base.

Las acuagliceroporinas AQP3 se expresan en rifidén, piel y ojo,
la AQP7 en el tejido adiposo (donde transporta el glicerol generado
tras la degradacion metabdlica de los triglicéridos) y la AQP9 se
expresa en los hepatocitos (incorpora el glicerol en el higado, donde
se convierte en glucosa). La expresion hepatica de la AQP9 aumenta
marcadamente por el ayuno y en la diabetes no controlada (66).
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CONCLUSIONES

El primer canal iénico fue clonado en 1982 y desde entonces los
avances en biologia celular y genética molecular han permitido iden-
tificar un ndimero progresivamente creciente de genes que codifican
los canales i6nicos. animales y humanos. El conocimiento de las
caracteristicas biofisicas y farmacololégicas de los canales iénicos es
indispensable para conocer la fisiologia, asi como el mecanismo de
accién de multiples farmacos (p.ej. antiarritmicos, anestésicos loca-
les y generales, benzodiazepinas, hipoglucemiantes orales, vasodila-
tadores, etc). Por otro lado, las mutaciones de los canales iénicos
dan lugar a canalopatias que estan implicadas en la génesis de diver-
sas miotonias, ataxias cerebelosas, paralisis musculares, convulsio-
nes epilépticas, migrana, procesos neurodegenerativos, sordera, hi-
pertermia maligna, taquiarritmias cardiacas, algunas formas de
litiasis renal, osteopetrosis y muchas mas, que seran descritas en los
proximos anos. El excelente trabajo de Roderick MacKinnon y Peter
Agree nos ha ayudado a comprender mejor los canales iénicos, su
papel en la regulacién de multiples procesos fisiolégicos, en la apa-
riciéon de diversas patologias vy, légicamente, ha disefiar de forma
racional nuevos farmacos, mas eficaces y seguros que los actuales.
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