CURIOSOS“POR LAS CIENCIAS

uando Rod MacKinnon despert6 el dia de Afio
Nuevo de 1998, temié que todo hubiera sido
nicamente un suefo. Hasta altas horas de la
noche, habia tomado datos de la fuente de
radiacion de sincrotrén en la Universidad
Cornell en Ithaca (Nueva York). Buscaba de-
terminar la estructura de un canal de potasio
de la membrana celular; una especie de con-
ducto para las particulas cargadas. Sus cola-
boradores ya se habian retirado, y él continué
trabajando solo. Era pasada la medianoche vy,
con cada nuevo calculo de los datos, la ima-
gen del canal iba ganando nitidez en la pan-

gas habian tenido serias dudas acerca de las
posibilidades de éxito de su proyecto, que
buscaba revelar la estructura de los canales
ibnicos. Se consideraba extremadamente
dificil cristalizar proteinas de membrana ce-
lular animal o vegetal utilizando cristalo-
grafia de rayos X (véase cuadro de la
pagina 4). De hecho, las proteinas de la
membrana- que habitualmente se incorporan
de forma individual a una capa lipidica- pare-
cian poco propensas a acoplarse con sus pa-
res en un cristal. jPor qué el norteamericano
llegé al éxito donde otros habian fracasado?
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Tension en todos los canales

Como los iones se deslizan a través de la membrana celular

talla de su ordenador. Finalmente comenz a
visualizarse el contorno de varios iones de
potasio, alineados como las pelotas en una
maquina de pinball. Al igual que casi cincuen-
ta afios antes habia predicho Alan Hodgkin:
“Los iones deben estar obligados a moverse
en una fila dnica y en promedio deberia haber
varios iones en el canal en todo momento”.
MacKinnon estaba enloquecido ...

ENCARCELADA:

UNA MOLECULA CON ESPOSAS
No era un suefio. Rod MacKinnon realmente
habfa logrado un hito cientifico que cinco
afos mas tarde le significaria el Premio No-
bel de Quimica. Sin embargo, muchos cole-

(rojo o verde oscuro), que estal
embutidas en la membrana de las
células (verde).

En primer lugar, MacKinnon eligié para su
trabajo un canal i6nico que proviene de una
bacteria que disfruta de altas temperaturas
(hipertermdfila). Las proteinas de estos orga-
nismos obtienen la flexibilidad necesaria
para cumplir su funcién, sélo con altas
temperaturas. A los 20° C son mucho méas
rigidas que las moléculas evolutivamente
relacionadas de otros organismos. Por lo tan-
to, es algo més facil llevarlas a una forma
comun. Sin embargo, a estos primeros cris-
tales les faltaba el exacto orden interno. Los
investigadores tuvieron que recurrir a otro
truco: para fijar definitivamente la molécula
proteica, desarrollaron un anticuerpo mono-
clonal que, con un sitio de unién especial,



-> se acopla justamente en la regién de la pro-

teina canal en la cual aparentemente existe
la mayor movilidad. Los fragmentos inespeci-
ficos del anticuerpo fueron descartados; pa-
ra sus ensayos de cristalizacion utilizaron s6-
lo la seccién especifica, llamada fragmento
Fab. Los cristales asi producidos suministra-
ron los datos en la difraccion de rayos X, que
permitieron dilucidar la estructura de los ca-
nales iénicos en alta resolucién, honrando en
mayo de 1998 la portada de la prestigiosa re-
vista Nature.

Eso fue casi medio siglo después que, en el
Reino Unido, Alan Hodgkin, Andrew Huxley y
Bernard Katz analizaran el potencial de ac-
cidn en el axén gigante del calamar. Sus me-
diciones confirmaron el llamado concepto de
membrana: éste dice que todas las sefales
eléctricas conocidas (potencial de accidn,
potencial receptor y sefiales sindpticas) se
basan en cambios de permeabilidad de la
membrana, es decir del pasaje de iones a
través de ésta. Hodgkin y Huxley desarrolla-
ron la idea de canales i6nicos regulados por
tension, para describir formalmente los cam-
bios en la conductividad de la membrana que
ocurren durante un potencial de accién. A los
dos fisiélogos de Cambridge esto les valid el
Premio Nobel de Medicina en 1963. La deno-
minacion de canales de sodio y potasio ha si-
do ampliamente utilizada desde entonces,
aunque no habfa pruebas directas de la exis-
tencia de dichos canales, que estuvieran ba-
sadas en preparados biolégicos.

En el caso de las membranas artificiales es-
to era diferente. Las llamadas “membranas

negras” servian desde finales de 1960 como
un modelo experimental que emulaba en mu-
chos aspectos la membrana lipidica de cé-
lulas vivas. Estas actuaban como muy buen
aislante, pero tratadas con antibiéticos o
proteinas, se volvian conductoras eléctricas.
Debido a que la corriente que fluia a través
de estas membranas negras variaba en for-
ma escalonada, los investigadores sospe-
charon que moléculas proteicas individuales
generaban canales a través de ellas, donde
los escalones correspondian a la apertura y
cierre de estos canales. En ese entonces,
aln no se habfan podido llevar a cabo estu-
dios equivalentes sobre membranas biolégi-
cas. Los métodos para medir las corrientes
eléctricas en células vivas generaban un rui-
do de fondo, que aunque sélo era de cien bi-
llonésimas partes de amperio (100 pA), toda-
via era un centenar de veces mayor que la
observada en corrientes de un solo canal
de membranas artificiales. Por eso, los in-
vestigadores tuvieron que pensar en nuevos
métodos de medicion.

Eso fue lo que hicieron Erwin Neher y Bert
Sakmann en el Instituto Max Planck de
Mdnich a comienzos de la década de 1970.
Los dos cientificos creian que el instrumental
de medicion s6lo alcanzaria la sensibilidad
deseada cuando pudieran aislar un area muy
pequefia de la membrana celular (un parche
de membrana o “patch”). Para ello montaron
una pipeta de vidrio con un liquido conductor
sobre una fibra muscular enzimaticamente
purificada. Tenfan la esperanza de poder ais-
lar algunos de los canales i6nicos del resto
de la membrana y asf obtener una sefial cla-
ramente mensurable. Sin embargo, resulté
extremadamente dificil establecer una estre-
cha relacién entre la pipeta de vidrio y la
membrana. Los dos investigadores del Insti-
tuto Max Planck luchaban contra las fugas
que permitian el contacto entre los fluidos
dentro y fuera de la pipeta. Asf fue que me-
joraron la punta de la pipeta y limpiaron la
superficie de la célula con méas cuidado aln.

ESPIONAJE ACUSTICO

EN LA MEMBRANA CELULAR
En 1976 sus esfuerzos se vieron finalmen-
te recompensados: por primera vez, los
cientificos pudieron observar las corrien-
tes a través de canales individuales en la
sinapsis neuromuscular, el punto de con-
tacto entre fibras nerviosas y células mus-
culares. Estas primeras mediciones confir-
maron muchos supuestos previos acerca
de las corrientes de un solo canal; en par-
ticular la presuncion de que las sefales
eléctricas se dan en impulsos que poseen
siempre la misma amplitud (flujo), pero de
distinta duracién. Afios méas tarde Nehery
Sakmann descubrieron, por casualidad,
que la resistencia eléctrica de la fuente de
sefial podfa amplificarse en varios érdenes
de magnitud, a mas de mil millones de oh-
mios (GQ), si se generaba una pequefia
presién negativa en la pipeta de vidrio y
de esa manera se absorbia ligeramente
el parche de membrana. Asi, el ruido de
fondo se redujo todavia mas, y los investi-
gadores pudieron examinar canales de io-
nes de otros tipos de sinapsis. Por este
método, Ilamado técnica de pinzamiento
(o patch clamp), que mientras tanto es un

< En el laboratorio, el instrumental esta protegido
contra perturbaciones eléctricas por medio de una
jaula parcialmente abierta (arriba). Imagen en deta-
lle (izquierda) de la pipeta de medicion y sostén, ba-
jo el objetivo del microscopio durante la técnica de
pinzamiento. (Fotos: Wolfgang Filser)



estandar en los laboratorios de electro-
fisiologia, los dos alemanes obtuvieron
el Premio Nobel de medicina en 1991
(Fig. B).

UN TUNEL PARA IONES

HECHO A MEDIDA
También el premio Nobel Rod MacKinnon
inicialmente habia intentado estudiar las
propiedades de los canales i6nicos con la
técnica de pinzamiento. Para ello modifico
partes clave mediante métodos de ingenieria
genética (cambid ciertos aminodcidos), y
evalué como esto afectaba las propiedades
del canal (por ejemplo, la capacidad de pasa-
je). De este modo, pudo hacer constatacio-
nes fundamentales sobre la estructura del
canal de potasio bacteriano: esta esclusa
de iones se compone de cuatro subunidades,
que atraviesan la membrana celular agrupan-
dose alrededor de un poro central.
MacKinnon pudo demostrar exactamente
qué aminoacidos determinan la selectividad
del canal, haciéndolo permeable tan sélo a
los iones de potasio y no a iones con otra car-
ga eléctrica. Anteriormente se habia llegado
a similares conclusiones en el estudio de los
canales de sodio. Pero todos estos
resultados planteaban nuevas preguntas
que los métodos de la electrofisiologia y la
biologfa molecular no podian responder por
si solos. ;Cémo estaban organizadas espa-
cialmente las subunidades? ;Y cémo era
posible que estos canales fueran altamente
selectivos por un lado, pero por el otro per-
mitieran enormes tasas de pasaje? Sucede
que los iones de potasio fluyen cien veces
mejor que los iones de sodio més pequefios
(a través de la membrana pasan alrededor de
10.000 iones de potasio por milisegundo).

Para responder a estas preguntas, MacKinnon
comenzd a utilizar la cristalografia; condi-
cion ineludible para los andlisis estructurales
de rayos X. El resultado de sus investigacio-
nes reveld finalmente las bases moleculares
del fenémeno que durante décadas habfa
sido un enigma para los investigadores: el
poro del canal debe ser lo suficientemente
estrecho como para que los iones fluyan en
contacto con las paredes del canal, de modo
que sdlo los iones de un determinado tama-
fo y carga puedan pasar a través del mismo.
Para atravesar la parte mas angosta del
canal, el filtro de selectividad, los iones
deben antes desprenderse de casi todas las
moléculas de agua que los envuelven. Esto lo
hacen de muy mala gana, porque para los

iones, la capa de hidratacion significa un
estado termodindmico muy favorable. Pero la
naturaleza es ingeniosa: las cadenas de poli-
péptidos que forman el canal, revisten el
interior de la pared del filtro de selectividad
con sus atomos de oxigeno, similar a un
tinel. Los atomos de oxigeno son muy
electronegativos, es decir, que atraen a los
electrones de otros &tomos, ganando una
carga negativa. Los iones de potasio poseen
carga positiva y, por lo tanto, son atraidos
por los 4tomos de oxigeno de carga opuesta.
Asi, el tinel cuasi imita el “abrazo” que las
moléculas de agua dan a los iones. Eso
explica porqué el potasio se muestra tan
dispuesto a “desvestirse” para entrar en
forma deshidratada en el poro del canal. Asi
y todo, para que esta atraccion electrostatica
funcione, la distancia entre los atomos de
oxigeno y los iones positivos no puede ser
demasiado grande. En el canal de potasio,
los &tomos de oxigeno estan posicionados de
manera justa para alojar un ion de potasio.
En cambio los iones de sodio méas pequefios,
quedan demasiado alejados de los atomos;
una desventaja energética. El ion es exclui-
do, porque no puede compensar el gasto
energético que implica la pérdida de molé-
culas de agua para ingresar al poro del
canal (Fig. C).

MOLECULAS CLAVE
EN LA RUTINA CELULAR

Los canales i6nicos juegan un papel universal
en la “red informatica” de un organismo: sus
tareas van desde el procesamiento de sefiales
eléctricas en el cerebro, hasta procesos mas
lentos como la recuperacion de sales en el
rifidn. La secuenciacion del genoma humano

» (a) Corte transversal de un canal iénico embuti-
do en la membrana celular. Los canales ionicos
pueden transportar particulas de carga en ambas
direcciones. El poro del canal representa el filtro
de selectividad: aqui se decide qué iones pueden
pasar y cuales no.

> (b) Los iones estan unidos a un complejo de mo-
léculas de agua. Para que los iones fluyan a través
del poro del canal, esta cubierta hidratante debe
ser removida, ya que el diametro de los poros es
apenas mayor que el ion a transportar.

> (c) Los atomos de oxigeno del filtro de seleccion
(lila), imitan el entorno que tenia el ién potasio (ro-
jo) fuera del filtro, para lograr su entrada. De esta
manera, los iones de potasio pueden desprenderse
de su cubierta hidratante sin resistencia aparente.
» (d) El ion de sodio mas pequeiio (verde oscuro)
no se ajusta exactamente a la disposicion de los
atomos de oxigeno del filtro. Las fuerzas de atrac-
cion electroestaticas (amarillo) no son suficientes
y. por lo tanto, los iones permanecen en su ambien-
te acuoso fuera del canal.




-> demostré, de manera impresionante, la canti-

dad de canales i6nicos diferentes que existen
en el cuerpo humano. Los canales de potasio
son probablemente la mayor familia de prote-
inas entre todos ellos. Se encuentran en las
membranas de la mayor parte de las células;
una prueba de su papel crucial en la transmi-
sion de sefiales. Su funcién mas conocida es
la de regular el potencial de membrana en las
células nerviosas, es decir, construir y mante-
ner una diferencia de voltaje entre el interior
y el exterior de una célula. Pero también estan
presentes en células no estimulables. Los
canales de potasio denominados ATP depen-
dientes, por ejemplo, se encuentran en la ma-
yorfa de los 6rganos y estan vinculados a mu-
chos procesos metabdlicos: la secrecion de
insulina, el control del tono muscular de los
vasos sanguineos o las respuestas del
organismo a un ataque cardiaco 0 a un acci-
dente cerebrovascular. Entender la funcion de
los canales i6nicos es, por ende, extrema-
damente importante para contestar las pre-
guntas de la medicina.

CONSECUENCIAS DE UN CANAL

DE POTASIO FUERA DE LUGAR
A comienzos de la década de 1990 Walter
Stiihmer y sus colaboradores del Instituto
Max Planck de Medicina Experimental en
Gotinga, colocaron un canal de potasio bajo
la lupa, cuyo original nombre es “Eter-A-
Go-Go”, abreviado EAG. En mutantes de la
mosca Drosophila, la supresion de este ca-
nal conduce a que las pequefias moscas
puestas bajo la influencia del éter anesté-
sico se muevan ritmicamente; de ahi el
nombre. Este canal habia sido descubierto
ya en 1969 por investigadores norteameri-
canos. Veinte aflos mas tarde, los estudios
de secuenciacién proveyeron la primera
evidencia de que EAG efectivamente era un
canal de potasio. Posteriormente se demos-
trd la existencia de genes y proteinas ana-
logos en ratas vy, finalmente, en seres
humanos. En estos mamiferos, las instruc-
ciones genéticamente determinadas para
la construccion del canal, normalmente
s6lo se expresan en las células nerviosas
del cerebro, es decir, sélo alli se produce
efectivamente la proteina correspondiente.

LUZ SOBRE CRISTALES DE PROTEINA

Para determinar la estructura tridimensional de las moléculas, los investigadores utilizan
la llamada cristalografia de rayos X. En esta técnica se focaliza un haz de rayos X sobre una
muestra de proteina pura. La mayor parte de ellos pasan a través de la muestra sin altera-
ciones, pero una pequeiia fraccion es dispersada por los atomos de la muestra. Si se trata-
se de un cristal muy ordenado, en algunos puntos las ondas dispersadas se refuerzan entre
si y aparece una mancha de difraccion en el instrumental. La ubicacion y la intensidad de
las manchas de difraccion contienen informacion sobre las posiciones de los atomos en el
cristal. Del patron de manchas de difraccion (véase la fotografia), los investigadores pue-
den desarrollar un mapa tridimensional de la densidad en la distribucion de los electrones.

Una vez revelada la secuencia de aminoa-
cidos de la proteina, se calcula un modelo
atomico informatizado. La computadora
busca la mayor similitud posible entre la
secuencia proteica y la densidad en la dis-
tribucion de los electrones. La fiabilidad
del modelo depende de la resolucion de
los datos originales de la cristalografia:
una resolucion de 0,5 nanometros genera
un mapa de resolucion débil de la estruc-
tura del polipéptido; 0,15 nanometros per-
mite en cambio una asignacion fiable de
todos aquellos atomos de la molécula que
no sean de hidrégeno.

rapido, sino que también comenzaron a
dividirse de forma independiente a los fac-
tores de crecimiento. Inyectando estas
células en ratones con deficiencia inmuno-
légica, los investigadores pudieron inducir
la formacion de tumores individuales. Evi-
dentemente, la proteina EAGT interviene
en la division celular cuando, por error, es
producida en los tejidos fuera del cerebro:
el canal se vuelve un oncogén potencial,
lo que significa que pueden causar cancer.
Estos resultados pusieron en alerta a los
investigadores, que comenzaron a exami-
nar varias lineas celulares de tejidos tumo-
rales humanos. Efectivamente, encontraron
la proteina EAG1 en diferentes muestras
de tumores extraidas del pulmdn, higado,
tiroides, estémago y pancreas, entre otros.
De ahi que los cientificos concluyeran que
la aparicion de EAGT en tejidos fuera del
cerebro, puede ser un indicador de cancer.
El canal de potasio podria servir como pro-
tefna marcadora para el diagndstico de esa
patologia.

Pero la proteina EAG1 incluso despierta es-
peranzas para el tratamiento del céncer:

Por ello, los investigadores del Instituto
Max Planck estan en busca de una sustan-
cia que neutralice ese canal. Mientras tan-
to han identificado un compuesto que lo
bloquea, incluso en concentraciones nano-
molares. Este compuesto, si se pudiera
aplicar con fines terapéuticos, tendria la
ventaja que sus efectos secundarios son
improbables. Esto es asf porque, en su
lugar de origen, el sistema nervioso central,
la proteina EAG1, permanece aislada gra-
cias a la llamada barrera hematoence-
falica.
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Gotinga, examinaron células que no tenfan
el gen EAG1, y las alteraron genéticamente
de manera tal que pudieran producir la pro-
tefna EAG1 correspondiente. Las células
manipuladas no sélo se desarrollaron més
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divisién de células tumorales y, en conse-
cuencia, el crecimiento de tumores. En un
ensayo, los biélogos descubrieron que el
funcionamiento del canal iénico es un pre-
rrequisito para el crecimiento del tumor.
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