Canales para iones en las
membranas neuronales

SENALES ELECTRICAS NEURONALES

El Tuncionamiento del sistema nervioso depende en gran iy
dida del manejo de sefales eléciricas por las células nerviog,e
Las ncuronas son capaces de generar, integrar y conducir g;_
versas sefiales eléctricas, y pueden ademds comunicarse engpea
sl, 0 con células efecloras, como las musculares y SECretopg;
mediante ¢s¢ lipo de sefiales.

Las sefiales eléctricas neuronales incluyen a los polenciyjes
de receplores sensoriales, los potenciales sindplicos, los potey,.
ciales marcapaso y los potenciales de accidn. Los tres primepg;
grupos son designados con el nombre genérico de potenciaeg
graduados. Tanto los polenciales de accidn como los poleny;_
les graduados son de muy variada amplitud y duracidn enype
diferentes tipos de neuronas, o adn en diferentes regiones ge
una misma newrona, y cumplen asimismo con muy dive
propdsitos. Por ejemplo, la figura 1 ilustra la diversidad .
forma, y en menor grado en amplitud, de los potenciales ge
accién generados por diferentes membranas neuronales. po
obstante, existc un comin denominador, y es que todas e
sefiales cléciricas neuronales son cambios transilorios en
“potencial dc membrana”, es decir en el vollaje o diferencia g,
potencial eléctrico que normalmente existe entre las caras py.
lerna ¢ inlerna de la membrana plasmdtica. Estos cambios y,.
penden de la actividad de los canales idnicos.

{QUE SON LOS CANALES IONICOS?

Todo cambio de voltaje estd asociado a un fujo de car
cléciricas, y en el caso de las sehales neuronales la corrieny,
eléctrica se origina en ¢l movimiento de jones inorgdnicos (x,.
dio, patasio, caleio, y cloruro) a través de la membrana plasmg.
tica. L.os iones s¢ mucven en el interior de la membrana g
guicndo rutas proporcionadas por proteinas,

Al igual que en otras células, la membrana plasmatica ga
las ncuronas esté constituida por una bicapa lipidica en 1a Cyal
¢ encuentran cmbebidas proieinas diversas. Algunas de esty.
proteinas esidn especializadas para transportar iones. Sin las
proteinas transportadoras la permeabilidad de la membrang ,
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iones seria practicamente nula, ya que la bicapa de lipidos
constituye una barrera formidable para ¢l paso de particulas
que poseen carga eléctrica nelta.

Los canales idnicos constiluyen una clase particular de estas
proteinas transportadoras en la membrana y funcionan como
vias de permeabilidad para ¢l movimiento pasivo de los iones
inorgdnicos. La via para el paso de iones ¢s un poro hidroffico
o tinel en la protefna del canal, que comunica al medio extra-
celular con ¢l intracelular. Casi todo ¢l flujo de iones que da
origen a las sefales eléctricas en las neuronas y otras células
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Figura 1, Potenclales de accién. Los registros Hustran los cambios
transilorios en la diferencia de potencial aléctrico transmembranal,
Ew, qua ocumen en diversas regiones de diferentes nauronas du-
ranté un polencial de accidn, En cada caso, & poltencial de accion
fue inducido mediante eslimulos despolarizantes, y &l cambio en
Ew 3@ regisird con un electrodo coneclado al medio intracelular. Es
posible distinguir varias lases en cada uno de los potencialas de
accion: fase de ascenso, de espiga o pico, de repolarizacidn, y de
postpotencial. Durante esla ultima, el polencial de membrana pue-
do sar aun mas negalivo de lo que es en reposo, como rasufta
claro en el caso del axdn gigante del calamar,

cxcitables sc cfectda a través de los canales idnicos, Estas pro-
icinas de membrana son entonces elementos centrales en la
generacidn, conduccion y comunicacion intercelular de las se-
fiales eléciricas neuronales,

Considerando lo anterior, es obvio que el conocimiento de
las propicdades de los canales iGnicos resulta de gran utihdad
para entender el funcionamicnlo de los sislemas Nervinsos a
nivel celular.

PROPIEDADES FUNDAMENTALES
DE LOS CANALES TONITCOS

La mayorfa de los canales idnicos conocidos presenia las siguien-
tes dos propiedades: 1) Los canales constituyen vias dindmicas
de permeabilidad, ya que pueden estar €n una de dos clases de
estados: cerrados o abiertos, y 2) Los canales no dejan pasar €n
forma indiscriminada a todo tipo de iones, sino que son capaces
de seleccionar a una o mis especics ionicas de las restantes. Por
cjemplo, algunos canales permiten ¢l paso de sodio pero son
practicamente impermeables a los demds jones. Otros canales
son casi igualmente permeables a sodio y @ polasio, pero no
dejan pasar iones calcio ni aniones, como ¢l cloruro,

Fstas propiedades de los canales i¢nicos son extraordina-
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riamente importantes para ¢l manejo de informacién por las
neuronas. Por un lado le confieren a 1a membrana plasmdtica
su caracteristica permeabilidad selectiva a iones y hacen posi-
ble, por olra parie, que ésta pucda cambiar de un instante a
otro, 1o cual resulla en cambios en la corniente iGnica a través
de 1a membrana y, por consiguicntc, cn cambios en ¢l voltaje
transmembranal.

¢QUE FUERZAS IMPULSAN
AL MOVIMIENTO DE LOS IONES?

La célula no invierie energla en forma directa para promover
el paso de ioncs a traves de un canal idnico abierto, pues los
iones difunden por ¢l poro hidrofilico moviéndose a favor de
su gradicnte electroquimico, (al como s describe a continua-
¢idn. El potencial de membrana €n una neurona cn reposo
(aquella que no estd generando o conduciendo una sehal eléc-
trica) s de -50 a -%0 mV, negativo ¢l interior respecto al exte-
rior (véasc la figura 1). Este “potencial de reposo”™ depende de
la presencia de gradientes de concentracidn de ioncs a través
de la membrana ¥y se origina porque la permeabilidad de la
membrana ¢n reposo, aunque pequefa en términos absolutos,
es mucho mayor para potasio que para los otros ioncs.

Los gradientes de concentracidn de iones son generados y
mantenidos por ¢l funcionamicnto de otras clases de proteinas
transportadoras en la membrana, incluyendo a las denomina-
das bombas idnicas ¢ intercambiadores idnicos. Las bombas
transportan a los iones a través de la membrana en contra de
sus gradientes de concentracion, utilizando la energia derivada
de la hidrélisis del trifosfato de adenosina {ATP) intracelular,
Un ¢jemplo es la bomba (0 ATPasa) que transpornia iones sodio
y potasio, presenle en la membrana plasmatica de prictica-
menie todas las oflulas animales. I:n estos procesas de trans-
porte activo las oélulas invierten directamente cnergia, produc-
1o del metabolismo de diferentes compuesios quimicos.

Los intercambiadores, por su parte, ransporian a un ccrto
ion en contra de su gradiente electroquimico aprovechando el
gradiente de concentracién ya existente para un segundo ion.
Por ¢jemplo, el intercambiador Na-Ca, también muy comun
¢n la membrana de las células animales, tiene la capacidad de
transportar jones calcio desde el medio intracelular, donde son
escasos, hacia ¢l medio extracelular, donde estin mucho mas
concentrados, acopladamente con el transporic de iones sodio
cn ¢l senudo opuesto,

Como resultado de la actividad de 10s sistemas de bombeo y
de intcrcambio, los iones cstin distribuidos desigualmente a
través de la membrana plasmdtica neuronal. Asl, 1a concentra-
citin extracelular de sadio cs aproximadamente 10 veces mayor
que la concentracion intracelular del mismo ion. De igual ma-
nera, la concentracidn externa de cloruro €5 mayor que la inter-
na. Lo contrario ocurre para los iones potasio, pues estan mucho
mds concentrados (10 a 20 veces) adentro que afuera. La dife-
rencia de concentraciones a través de la membrana es adin més
marcada para los iones calcio, siendo su concenliracion en ¢l
medio extracelular 3 a 4 ordenes de magnitud mayor que ¢n ¢l
citoplasma.

Con la anterior condicién de reposo, la apertura de canales
en la membrana, sclectivos a iones sodio, da lugar a un flujo
neto de estos jones desde el medio extracelular al medio intra-
celular, Los iones sodio entran a la oflula porque estin més
concentrados afucra y porque ¢l potencial eléctrico adentro es
negativo respecto al exterior, Cuando se abre un ndmero gran-
de de canales de sodio, la entrada de los iones {cationes mono-




valentes) da como resultado que Ja magnitud del voliaje trans-
membranal disminuya (es decir, Ia membrana se despolariza) e
incluso el potencial de membrana puede inventirse de signo,
tal como ocurre durante las fases de ascenso y pico de un
potencial de accidn (figura 1).

Cabe hacer notar que ¢l nimero de ioncs sodio que Lienen
que cnirar a la oflula para que el potencial de membrana cam-
bic de -70 a +30 mV, por ¢jemplo, usualmente no allera cn
forma significativa las concenlraciones intra y extracelulares de
este ion: ¢l movimicnto de los iones tiene consecucncias clée-
tricas, pcro no quimicas. De todos modos, en el caso de que la
concentracion de sodio se viera significativamente alierada, el
gradicntc de concentracion serfa recstablecido por los sistemas
de bombco activo o de inlercambio,

Hemos visto que el gradiente clectroquimico para iones
sodio en una neurona en reposo favorece (o impulsa) la entra-
da de sodio. La misma situacién se da para los iones calcio y
para cloruro, pero para potasio ocurre lo contrario: ¢l gradien-
te electroquimico impulsa la salida del mismo. Fsto puede ser
descrito ¢h [orma cuantitativa. Asi, mediante la ccuacion de
MNernst ¢s posible calevlar la diferencia de potencial eléctrico
transmembranal cquivalente al gradiente de concentracion de
un cicrto ion, valor designado con ¢l nombre de potencial de
cquilibrio para ¢l ion de que sc tralc, y que usualmente se
simboliza como E;, donde i es ¢l ion en cucstidn.

En una membrana permeable exclusivamente al ion i, el
vollaje transmembranal en ¢l equilibrio ¢s igual a Fi. Valores
tipicos para Ena, Ex, Eca, ¥ Ecy son +50 mV, 90 mV, +150
mV y -80 mV, respectivamente. Entre mayor la magnitud de la
diferencia entre ¢l potencial de membrana real (Em) v €l po-
tencial de equilibrio para sodio (Ena), por ejemplo, mayor la
[uerza impulsora para el movimicnto pasivo de sodio a través
dc la membrana. El signo de 1al diferencia indica la direceitn
del movimicnto del ion; si es negativa ¢l sodio entra, si cs
positiva sale, La magnitud de la corriente transportada por el
sodio puede ser calculada multiplicando ¢l valor de la fuerza
impulsora {Em-Ena) por 1a conductancia eléctrica de la mem-
brana a sodio (Gna). Esta conductancia ¢s directamente pro-
porcional al nimero de canales selectivos a sodio que se en-
cucniren abicrios.

TRES FAMILIAS DE CANALES IONICOS

Podemos imaginar que los estados abiertos y cerrados de los
canales idnicos corresponden a diferentes estados conforma-
cionales de la protcina que constituye al canal. De esta mane-
ra, la transicién de un estado a otro queda explicada por cam-
bios conformacionales en la proteina. Lo que determina que
un canal idnico panticular esté cerrado o abierto, ¢s un cstimu-
lo adecuado. Es decir, los canales son elementos excitables, ya
que son capaces de reconocer al estimulo y de responder ce-
rrindose o abriéndose, segin ¢l caso. Clisicamente, lps cana-
les idnicos han sido clasificados en dos grandes grupos o fami-
lias en base al mecanismo que controla la apertura y cierre de
los mismos: canales dependientes de ligandos vy canales depen-
dientes del voltaje (figuras 2A y 13),

En los canales dependientes de ligandos la transicion entre
los estados cerrado y abierto es gobernada por la unidn de un
ligando especifico a una regidn receptora de la proteina que
constituye al canal (figura 2A). En otras palabras, en esie lipo
de canales idnicos, 1a unién del ligando favorece, mediante una
reaccion alostérica, wno de los dos tipos de estados, cerrado o
abierno, y csiabiliza inicialmente a la proteina en csc estado

conformacional. En la ausencia del ligando, el estado conirario
es ¢l que resulta favorecido.

E:l ligando ticne usualmente un peso molecular pequeito, y
con [recucncia se trata d¢ un neurolransmisor o de un mensa-
jero quimico intracelular. Los micmbros de esta familia de
canalcs toman su nombre del ligando natural que resulic méis
electivo en inducir la transicitn de cstados, Asi, los canales de
acctilcolina son aquclios scnsibles a es¢ neuroiransmisor.
Cuando ¢l poro hidrofilico y ¢l sitio gque reconoce al ligando sc
encucntran ¢n la misma proteina, ¢l iérmino canal es reempla-
zado por el de receptor. En este contexto, cuando se habla del
“receplor a la acctileolina®, presenic en la membrana postsi-
naptica de la unidn neuromuscular, también se esta haciendo
referencia, cn forma implicita, al canal idnico asociado.

Algunos canales dependientes de ligandos son controlados
indirectamente por estimulos en el medio extracclular. En es-
ios casos, los estimulos son reconocidos por moléculas recep-
toras en la membrana, que cstdn separadas de los canales. La
interaccion de un estimulo dado con su receplor promueve la
produccion de un mensajero quimico intracclular, y ésie indu-
ce la transicion de estados del canal.

La otra gran familia “cldsica” de canales idnicos, los depen-
dicnics del voliaje, estd constitufda por canales que responden
a los cambios en Ey (figura 2B). La fraccidn de este tipo de
canales en ¢l estado abierio depende del campo eléctrico en ¢l
inicrior de la membrana plasmética. éComo es que ¢slos cana-
les son capaces de responder ¢n forma directa a los cambios en
IEm? La respucsta obligada ¢s que poscen sensores de vollaje.
EEstos scnsores podrian ser grupos ionizados o dipelos en las
cadenas laterales de los aminodcidos del canal, que iransduci-
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Figura 2. Tres mecanismos que pueden regular la aperiura de los
canales idnicos. Los esquemas tratan de enfatizar que la transicidn
dal estado cerrado al abierto involucra un cambio conformacional
en la proleina del canal. La conformacion que corresponde al esta-
do abiero es estabilizada en astos ajemplos por uno de tres posi-
bles mecanismos: A) la unidn de un ligando extracelular (L) a cier-
tos silios receplores del canal; B) o cambio del

transmembranal, o C) la interaccidn de la subunidad alfa de una
proteina G con e canal. (Ver texto).
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rian los cambios en ¢l campo clécirico en cambios conforma-
cionales de la proteina.

Al igual que los canales dependientes de hgandos, los de-
pendientes del voltape selecionan entre las diferentes cspecies
16nicas, Ll nombre de un tipo particular de canal dependicnie
del voltaje queda establecido por el ion inorgdnico al cual ¢s
mds permeable en condiciones fisiolégicas. Asl, existen canales
de sodio (que permiten ¢l paso de iones sodio, no que cstdn
hechos de sodio), de calcio, de potasio, y de cloruro, entre
olros.

Convienc sefialar que en Jas condiciones fisioldgicas los ca-
nales dependientes del voltaje participan en circuitos de reali-
meniacion, pues su actividad da como resultado cambios en el
voltaje transmembranal, lo cual a su vez modifica de nueva
cuenta la actividad de los canales. De hecho, la generacidn y
conduccion de potenciales de accion s¢ basa ¢n la operacidn
de tales circuitos de realimentacion,

Muy recientemente Brown y Bimbaumer han propucsto la
cxistencia de una tercera familia de canales i0nicos, los regula-
dos dircctamente por proteinas G (figura 2C). Estas proteinas
cstdn también asociadas a la membrana, y se les denomina G
porque requicren del trifosfato de guanosina (G1¥) para ser
activas, Actualmente sc sabe de la ¢xistencia de cerca de diez
difercntes proteinas G, y la lista estd crecicndo con rapidez.
Todas cllas son protcinas oligoméricas, constituldas por tres
subunidades, denominadas alfa, beta y gama, en orden decre-
cientc de masa. Las subunidades beta y gama, pero no las alfa,
son muy parccidas de un tipo de protefna G a otro. Hasta hacc
poco, 5¢ pensaba que las proteinas G actuaban solamente co-
mo un ¢slabdn intermedio en la gegulacion de la sintesis de
mensajeros quimicos intracelulares (“segundos mensajeros™)
por hormonas y neurolransmisores (“primenos mensajeros™).
S¢ sabe ahora que la subunidad alfa de algunas protcinas G es
capaz de interactuar con algunos canales inicos, y que lal
interaccion determina la apertura o cierre de csos canales.

Convicne hacer dos aclaraciones a la anterior clasiicacitn
de los canales idnicos. La primera ¢s que los tres mecanismos
de regulacidn de la apertura y cierre de los canales, unidn de
ligandos, cambios de Ey € interaccion con prolcinas G, no son
mutuamente excluyentes. Por ejemplo, ¢l canal de acctileolina
presente en la membrana postsindptica de la unidn neuromus-
cular responde secundariamente a los cambios en ¢l voliaje
transmembranal. Asimismo, ¢l [uncionamiento de algunos ca-
nales de potasio y de calcio dependientes del voliaje es modu-
lado por hormonas y neurotransmisores, ¥ tal modulacion es
mediada, directa o indirectamente por protefnas G. AGn més,
¢n algunos canales dependientes del voltaje y selectivos a ca-
liones, 1a apertura y cierre podria eslar regulada por la combi-
nacidn de dos procesos diferentes: cambios conformacionales
de la proteina del canal en respuesta a la alteracion del voltaje
iransmembranal y unién o desunitn de uno O vanos 10nes
calcio en ¢l interior del poro iénico.

La segunda aclaracién ¢s que ¢sa clasificacién no compren-
de a otros dos importantes grupos de canales idnicos, Jos de las
unioncs comunicantes y los activados por ¢l estiramiento de la
membrana. Los primeros comunican a una cflula con ofra ve-
¢ina, constituyendo vias intercelulares de baja resistencia cléc-
trica, ¥y son permeables a los iones inorgdnicos asi como a
algunas moléculas de bajo peso molecular, Los segundos estdn
presentes en la membrana plasmélica de diversos rcoeptores
sensoriales, en donde funcionan como transductores mecanoc-
Ié¢tricos. La delormacion mecdnica de la membrana, mediante
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un mecanismo molecular todavia desconocido, regula la aper-
tura y cierre de estos canales sensibles al estiramiento.

¥
I

“ada edlula individual no expresa en su membrana plasma.-
tica a wodos los tipos conocidos de canales idnicos, s6lo a algu-
nos. La distribucidn de los canales iGnicos ademds no ¢s homo-
génea cn las diferentes regiones de la membrana plasmatica de
una misma oélula. Asi, en las neuronas, los canales dependien-
tes de ligandos son generalmente més abundantes en las regio-
nes de la membrana plasmdtica cercanas a los contactos sindp-
ticos, micniras que los diferentes tipos de  canales
dependientes del voltaje estdn localizados en algunas regioncs
de las dendritas, asf como en Jas membranas somdtica, axonal y
de las terminales presindplicas.

DE HODGKINY HUXLEY A NUMA

Al igual que en otras drcas de las ciencias experimentales, ¢l
avance del conocimiento en el campo de 1os canales idnicos ha
estado condicionado a innovaciones metodolégicas que han
permitido el estedio cada vez mis detallado de los mecanismos
de operacion de estas prolefnas de membrana. Este conoci-
miento c¢std todavia lejos de ser completo, pero actualmenic
estamos siendo testigos de logros espectaculares, como resul-
1ado de los nuevos enfoques multidisciplinarios que estdn sicn-
do ahora aplicados al estudio de diversos canales idnicos. L
siguiente es un breve bosquejo del desarrollo del conocimicnto
acerca de los canales idnicos dependicnies del voltaje.

Hasta mediados de la década de los setenta, ¢] cstudio de
los canales idnicos habia venido siendo un campo casi exclusi-
vo de los electrofisidlogos. Elasta esa fecha bucna parte del
conocimiento de los mecanismos de operacion de los canales
iénicos dependid de la utilizacién de una téenica de registro
denominada control o fijacion del voltaje. Esta técnica fue de-
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sarrollada por Cole v sus colaboradores a finales de los cuaren-
ia, vy en manos de Alan Hodgkin y Andrew Hu:-tluy pcnmtu}
que a principios de los cincuenta se tuvicra por primera vez
una descripcion completa, cualitativa y cuantitativa, de las co-
rrientes iGnicas involucradas durante ¢l potencial de accién en
una membrana neuronal, ¢l axdn gigante del calamar.

La i€cnica de fijacion del voltaje implica el control espacial
y temporal del voltaje transmembranal durante la apertura o
cierre de los canales ibnicos, y permite medir las corrientes
idnicas & través de la membrana que son inducidas al aplicar
cambios casi instantineos en Ep. De esa manera s posible
conocer de que manera los canales i6nicos s¢ abren O cierran
en funcidn de Enm v del tiempo.

Para estudiar con detalle las propiedades funcionales de un
cierto tipo de canal ibnico bajo fijacidn del voliaje, ¢s muy
convenicnte que la corriente idnica que fluye a través de los
canales de interés sea aislada de las corrientes idnicas que lo
hacen a través de olros tipos de canales, que pudicsen estar
presentes en la region de la membrana que estd siendo investi-
gada. Con tal fin, ¢n un ¢xperimento dado, ¢l movimicnto de
los lones que no resultan de interdés es anulado mediante su
substitucién por otros iones de mayor tamafio, que no estdn
presentes normalmente en los medios extra o intracelular, y a
los cuales los canales i6nicos son pricticamente impermeables.
Owro método de separacidn de las corrientes idnicas consiste
en bloguear selectivamente la actividad de los canales no de-
scados, y para cllo se cuenta con un amplio repertorio de dro-
gas y toxinas.

Volviendo a principios de los cincucnta, Hodgkin y Huxley
conflirmaron que la fase de ascenso del potencial de accidn ¢n
¢l axdn gigante del calamar estd acompafiado de un incremen-
to cn la permeabilidad de la membrana a iones sodio, vy demos-
traron que la fase de repolarizacidn y de postpotencial obede-
ce al aumenlo de la permeabilidad a potasio. Ademds,
Hodgkin y Huxley describieron con gran detalle las propieda-
des cinéticas de las vias de permeabilidad a sodio y a potasio
involucradas en tales fendmenos. En aflos subsecuentes, la téc-
nica de fijacion de voltaje fue perfeccionada y aplicada conjun-
tamente con técnicas convencionales de regisiro intracclular
de Em cn diferentes preparaciones celulares, lo que permitio
reproducir y extender ¢l estudio de Hodgkin v Huxley a otras
ctlulas excitables.

En los cincuenta, por otra parte, Paul Faut y Bernard Katz
descubricron que en las células musculares “esqueléticas™ de
un cangrejo, la fase de ascenso del potencial de accion no se
debe a un aumento en la permeabilidad de la membrana a
iones sodio, sino a calcio. Este hallazgo fue posteriormente
confirmado en una gran vaniedad de células de inverichrados y
de vericbrados por Susuma Hagiwara y sus colaboradores. De
tal manera que a finales de los sesenta ya se tenia una buena
idea de los cambios de permeabilidad a iones sodio, calcio y
potasio que ocurren en la membrana plasmdtica de diversas
células neuronales, receptores sensoriales y oélulas musculares
durante la generacidn y conduccidn de potenciales de accidn.

El concepto de canal idnico surgid hasta a finales de los
scsenta y principios de los setenta, en partc debido a los
trabajos de Clay Armstrong, Bertil Hille, John Moore y Toshio
Narahashi. Estos investigadores, conjuntamentc ¢On sus res-
pectivos colaboradores, demostraron que las vias de permeabi-
lidad a los diferentes iones son entidades discretas ¢ indepen-
dientes en la membrana plasmaética, que pueden ser afectadas
en forma sclectiva y especifica por varios agentes [armacoldgi-

cos. Por ejemplo, se encontré que la tetrodotoxina (TTX), ¢!
principio activo del poderoso veneno del pez globo (0 botete,
como lo llaman los pescadores del norogste de México), blo-
quea a los canales de sodio sin afectar a los canales de potasio,
micniras que los iones tetractilamonio (TEA) tienen el efecto

opueslo.

Por la misma ¢época, Armstrong propuso la primera imagen
“topologica” de un canal idnico, la del canal de potasio en ¢l
axén gigante del calamar, en base a las propiedades del blo-
queo con ¢l TEA y sus derivados, aplicados intracelularmente.
La propuesta de Armstrong fue que ¢n la cara citopldsmica del
canal hay una compuerta cuya posicion determina si la via de
permeabilidad a polasio estd cerrada o abierta; después (mo-
viéndonos hacia ¢l lado extracclular) existe una boca interna o
vestibulo de aproximadamente 1 nm de didmetro, cuyas pare-
des son hidrofébicas, y que constituye ¢l receplor al TEA; ¢l
vestibulo comunica a un winel de forma cilindrica, que condu-
ce al medio extracelular, y que ¢s muy estrecho (alrededor de
0.3 nm de -:hﬂmclm}. de tal manera que permite ¢l paso de
ioncs potasio y rubidio, pero no de TEA ni de cesio. Ademas,
en virtud de que la unién del TEA al vestibulo no ¢s influencia-
da directamente por ¢l voltaje transmembranal, Armstrong
concluyd que ¢l campo eléctrico en la membrana tampoco con-
trola en forma directa la posicion de la compuerta. Esta ten-
dria que ser controlada remotamente por un sensor de voltaje
inmerso en la membrana, v localizado, por lo tanto, en otra
region del canal. Estos conceptos fueron revolucionarios y sir-
vieron, entre muchas otras cosas, a mancra de gufa para el
andlisis de los efectos de otros agentes farmacolégicos sobre
los canales idnicos, incluyendo el de las acciones de los ancsté-
sicos locales sobre los canales de sodio.

A principios de los setenta, Armstrong y los investigadores
chilenos Francisco Bezanilla y Eduardo Rojas descubricron
que la aplicacion intracelular de enzimas proteoliticas destruye
en forma selectiva ¢l mecanismo de inactivacion de los canales
de sodio (véase mds adelante), lo cual did un fuerte apoyo a la
idea de que los canales (de sodio) cran proteinas de la mem-
brana. También en los setenta, Armstrong y Bezanilla, por un
lado, ¥ Richard Keynes y Rojas, por olro, tuvicron €xito ¢n
registrar por primera vez las corrientes de compucrta asocia-
das con la activacion de los canales de sodio. Las corrientes de
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compucria son corrientes cléciricas microscdpicas que s¢ onigi-
nan por ¢l movimicnto intramembranal de los sensores de vol-
taje de los canales 10nicos, cuando éstos responden a los cam-
bios ¢n ¢l voltaje transmembranal. Bl cstudio de nales
corricnles de compuerta requirid de la digitalizacidn de los
registros de corricntes idnicas, y marca ¢l inicio del uso de
sistemas sofisticados de computo para la caplura y ¢l analisis
de los datos clecirofisioldgicos relacionados con el funciona-
miento de canales iGnicos. La investigacion de las propicdades
de las corrientes de compuerta resultd en un avance conside-
rable del conocimiento de la cinénica de apertura v cierre de
los canales de sodio.

Paralctamente, Hille y sus colaboradores realizaron cuida-
dosos estudios, hoy cldsicos, en ¢l nodo de Ranvier de axones
mielinicos de vericbrados, acerca del mecanismo de paso de
ioncs sodio y potasio a través de sus respeclivos canales idni-
cos, Lstos estudios establecieron conceplos muy importanics
cn relacidn a la selectividad de los canales a iones, y permitic-
ron estimar las dimensiones mimmas de [os poros idnicos ¢n el
interior de 108 canales.

Igualmente en los setenta, WNoble, Reuler, ‘I'sien y sus res-
pectivas colaboradares, trabajando en miocitos cardiacos, de-
mostraron que los canales de calcio y de polasia son suscepli-
bles de ser modulados por apgonstas beta-adrendrgicos asi
como por acclilcoling, v que esta modulacion involucra la par-
ticipacion de nucledlidos ciclicos intracelularcs. 1o antenior
abnid un nuevo y amplio campo de investigacion, ¢l de la mo-
dulacion de los canales idnicos dependientes del vallaje por
hormonas ¥ neuroiransmisores,

Por otra parte, Ritchie y sus colaboradores, asl como olros
investigadores, lograron estimar la densidad de canales de so-
dio cn la membrana, midiendo la unién de moléculas de TTX
radicactivas (0 de saxitoxina, olra toxina natural que s¢ une
sclectivamente a los canales de sodio). De esa manera sabe.
mos que on ¢l axén gigante del calamar existen de 200 a 500
canales de sodio por micrémelro cuadrado de membrana. La
disponibilidad de estas toxinas en su [orma radioactiva permi-
tid tambidn seguir a las macromaoléculas asociadas al canal de
sodio durante proccdimicentos bioguimicos de purificacion de
proteinas. D¢ esa manera se llegd a la conclusion de que el
canal de sodio, provenientc de diversos tejidos, es una gluco-
proteina con un peso molecular cercano a 300 kd, y de que
aproximadamente 30% de su masa son carbohidratos asocia-
dos a la protefna.

A finalcs de los setenta y principios de los ochenla s¢ consi-
guicron dos importantes avances metodoldgicos en ¢l estudio
de los canales idnicos: el desarrollo y perfeccionamiento de las
téenicas de registro electrofisioldgico en microdreas de mem-
brana (“patch clamp”), por Erwin Ncher, Bernt Sackman y
otros, ¥ la introduccion de las téenicas de biologia molecular
para la clonadidn y sccuendiacidn del DNA complementano
(PNAC), por Shosaku Numa y sus numernsos colaboradores.

Las técnicas de patch clamp se basan en la formacidn de un
scllo de alta resistencia clécirica enire la punta de un microc-
lectrodo de vidrio y 1a membrana. El didmetro de [a punta del
clecirodo es 0.5-3 pm. La solucidn salina cn ¢l interior del
microclecirodo ¢s conectada a la entrada inversara de un am-
plificador operacional que funciona como transductor corricn-
te-voltaje (figura 3A). La entrada no inversora de este amplifi-
cador recibe un pulso comando de vallaje, con o cual ¢s
posible controlar ¢l potencial cléctrico en ¢l interior del mi.
croclectrodo, asi como registrar las corrientes asociadas con ¢l

fupcionamicnio de los canales en la membrana que ¢St en
continuidad eléctrica con el microclecirodo. Exisien vanas
configuraciones o variantcs de patch clamp, mediante las cua-
les s¢ pucde regisirar la actividad de canales idnicos individua-
les cn microdominios de la membrana, o alternativamente,
también s¢ pucde registrar la actividad del conjunto de canales
idnicos en Ja membrana completa de oflulas pequefas, como
sC ilustraen la figura 313

E:stas nuevas écnicas de registro clectrofisiolégico brinda-
ron la posibilidad de extender los estudios de canales idnicos a
una vancdad enorme de lipos celulares neuronales, muscula-
res, epiichiales, glandulares, y sanguineos, entre olros, los cua-
les habian resistido i exploracion clectrofisiolégica por su pe-
quefio tamano. [as téenicas de patch clamp ademds hicieron
posible ¢l cstudio de las corrientes idnicas unitarias (o “mi-
croscapicas™) que fuyen a través de un solo canal abierto. La
amphitud de la cornicnle unilana ¢s hoy un pardmetro impor-
tante ¢n la wennifcacion y caractenizacion de un canal ibnico
dado.

ool

Figura 3. Técnicas de “patch clamp®. A) Condicién general de regis-
tro (véase el texto). a, membrana; b, slactrodo; c, transductor co-
rrente-vollaje. B) Cuatro de las configuraciones ¢ varianies de
palch clamp. &, registro de una microdrea de membrana que pei--
manece unida a la célula onginal. A partir de esla confhguracidn es
posible obtener las siguientes ciras variantas; b, registro de la su-
perficle membranal complela. La regidn de la membrana limitada
por la apenura en la punta del electrado ha sido destruida, con lo
cual el medio intracelular queda en conlinuidad eléctrica con &l
inlerior del electrodo; ¢ y d, regisro de microdreas de membrana
alsladas de la célula. La superiicie intracelular de la microdrea de
membrana queda expuesta a la solucidn extracelular de registro
{c), © a la contenida en el electrado (d).
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vidad de otros canales ionicos distinlos a los de calcio. Por
gjemplo, la estimulacidn de la actividad de los canales de pota-
5i0 [recucntemente da como resultado la hiperpolanizacion de
la membrana, o que osGsiona que disminuya la actividad de
los canales de calaio dependicntes del vollaje, y eslo o su vez
pucde resultar en la dismunucidn de la concentren de ealcio
¢n ¢l citoplasma, Ademds, ¢n las eélulas musculares, ¢l poten-
cial de accidn en la membrana plasmética (0 ¢n las invagina-
ciones de la misma) induce la liberacion de caleio de reservo-
rios intracelulares. La posibibidad de que mecanismos similarcs
a este ultimo ambién operen on otras oflulas exaitables, inclu-
vendo a las ncuronas, es lema de intensa investigacidn on csic
MOmento.

Canales de polasio. Los canales de potasio participan ¢n el
mantenimiento del potencial d¢ repose, v contribuven a gene-
rar las [ascs de repolarizacidn y posipotencial de los potencia-
les de accidn, asi como a repular ¢l disparo repelitive de los
mismos. Posiblemenie tambidn participan en la regulacion de
la csmolaridad intracelular y volumen de las células,

Al igual que en el caso de los canales de calaio, s neuno-
nas expresan maltiples tipos de canales de potasio. e hecho,
Ia diversidad de canales de potasio es mucho mayor que la de
cualquier otro upa de canal wWnico conocido, ¥ se sabe de Ia
exislencia de vanas decenas de sublipos diferenes de canales
de potasio cnire las distintas clases de nouronas y olms células
animales que han sido estudiadas, Dentro de e¢s¢ conjunto
cnorme de canales se pucden distinguir cuairo grandes grupos:
a} Canalcs de inactivacion lenia (o canales rectificadores tar-
ding); b) Canales de inactivacion ripida (o canales tipo A); €)
Canales que se pueden abrir al potencial de membrana repo-
50, y d} Canales dependientes de caleio mtracelular.

[.os de inactivacitn lenta se ascmejan en sus propieda.
des cinéticas a las del principal canal de potasio presente
en ¢l axdn gigante del calamar, que lrecucnlemente s¢ de.
nomina rectificador lardlo. Una de las principales funciones
de este grupo de canales de potasio es la de repolarizar rd.
pidamente a la membrana durante el potencial de accidn,
Los canalcs tipo A, por olra parte, son canales que dan lu-
gar a corricnles transitarias similares en curso lemporal, pe-
ro no tan rApidas, a 1as generadas por la achvidad de los
canales d¢ sodio, ¥ que resultan particularmente relevanics
cn la modulacidn de l1a frecuencia de disparo duranie tre-
ncs de potcnciales de accion, Ademds del curso temporal
de inactivacién, olras diferencias cinflicas v farmacologicas

permiten distinguir entre los micmbros de estos dos prime-
ros grupos do canales de potasio.

Por su partc, la actividad de los canales de polasio abicrios
en repaso ¢s ]a quc le da a la membrana neuronal €n reposo su
caraclerisiica pormeabilidad a iones polasio, que €3 alla en
comparacidn con la permeabilidad a otros iones, determinan-
do que el polencial de membrana en esa condicidn tenga un
valor negativo cercano a Eyx. Existen vanos subtipos deniro de
este grupo de canales, entre ellos 1os canales que dan lugar al
fendmeno denominado recuficacién entrante o andmala, Este
fendmeno, descubicerto por Bemard Kalz en ¢l misculo esque-
Iético en 1949, consiste ¢n la disminucion de la permeabilidad
de fa membrana ¢n respucsia a la despolanzacion, y obedece
al cierre Jde canales de potasio. Mas especilicamente, los cana-
les rectificadores andmalos permiten el paso de 10nes potasio
hacia adentro de la ¢élula (tal como ocurre a potencales de
membrana mas negativos que k) peto no 1la salida de los
mismaos (durante una despolanzacitn, por cjemplo).

Carc]l Vapdenberg ha demosirado recientemenie que ¢sta
cunosa propicdad depende del bloqueo de los canales por
magnesio intracclular, que aclda tanto de sensor de voltaje,
comao de compuerta extrinseca il canal.

ros cjemplos de canales de polasio abicrios en reposo
son los denominados canales My los canales 5 Los primeros
pueden estar abiertos a -50 mV, su activacion es lenta, no se
inactivan, y son blogucados por agonisias de receploncs coli-
nergIcos muscarimcos (de aqui ¢l nombre de M), posihlemente
coma resultado de la accidn de mensajeros quimicos intracelu- -
lares. l.os canales M han sido cstudindos cxtensivamente por
Paul Adams y sus colaboradores on ncuronas de los ganglios
simpaticos Jd¢ vertchrados, donde participan {al scr bloquea-
dos) en la generacion de polenciales sindpticos que son lentos
y cxcitatorios. Los 5 son canales presenies en las neuronas de
Apfysia, que en algunos aspectos resultan andlogos a los cana-
les M de las neuronas de vertebrados, pero que leneén una
dependencia al voltage muy débil I=nc Kandel y sus colabora-
dores han mostrado que la actividad de los canales 5 es inhibi-
da por scrotonina, lo cual induce un potencial sindptico lente
excilatano ¢n las peuronas mencionadas, Tal accidn de 1a se-
rotonina pareee estar mediada par ¢l monofosfato ciclico de
adenosina (AMFC) en cl medio intracelular.

El euarto grupa de canales de potasio, 1os dependienies de
caloio, estd presente en la mayoria de fas ¢flulas que han sido
esludiadas con 1éonicas clectrofisioldpicas. 5¢ rata de canales
dependicnies del vollaje, pucs son abicrios on respuesla a la
despolarizacidn, pero ademis la sensibilidad al voliaje se ve
grandemente aumentada cuando s¢ clevan los niveles intrace-
lulares de calcio. En algunas células, ¢l funcionamicnto de los
canales de potasio dependientes de calcio hace posible la acti-
vidad eléctrica “en salvas”™, que consiste en periodos de dispa-
ro repetitivo de potenciales de accion, scparados por periodos
sin potenciales de accion. Tal npo de actividad cléctrica parece
ser de considerable importancia en el control de la actividad
secretora de diversas oflulas exocninas y endocrinas. Precisa-
mente, ue en las células cromalines (secretoras de calecolami-
nas) que Alan Mary regisird y caracienzG por wez primera las
corrienies wnilarias a través de un hpo de canal de potasio
dependicnic de calcio, ¢l ahora denominado BX o maxi K. La
conduciinein unitaria de los BK o8 muy grande, 200 a 300 pS
en la presencia de concentraciones allas de potasio a cada lado
de la membrana. El chileno Ramon Latorre ¥ sus colaboradeo-
res han llevado a cabo estudios extensos de las propicdades
funcionales de los canales B, punficindolos de la membrana
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de los tabulos transversos del misculo esquelético de mamife.
ros ¢ mcorporindolos en membranas anificiales.

Mdis recieniemente, Bz y Magleby han descubierto que
las eclulas musculares esqueléticas on cultivo expresan dos -
pos de canales de potasio dependientes de calcio. Ademis de
los BK, encontraron olros canales con una conductancia unita-
ra mucho menor (10-14 pS), v de mayor sensibilidad al caleio
intracelular, a los que denominaron canales sK (o mini k). 1.a
actividad de los canales 5K genera la hiperpolarizacion de larga
duracién que se observa en los miocitos después de un poten-
cial de accion, lo cual ¢s imprescindible para el disparo repeti-
tvo duranie periodos prolongados. Al igual que muchos otros
tipos de canales de potasio, los canales BK son bloqueados por
el TEA aplicado extracelularmente. Por el contrario, los canales
SK 50n resistentes al TEA, y sensibles a la apamina, una Loxina
del veneno de la abeja, La apamina no afecia a los canales BE.

s interesante sefalar que la expresidn de los canales SK por
los miocitos en cultive puede ser regulada por la incrvacion de
las o€ lulas musculares: los canales desaparecen cuando las célu-
las son inenvadas, y aparecen al desnervar ¢l misculo esqueléti-
co. Los canales SK probablemente corresponden a los receplores
3 la apamina cncontrados en la membrana de células musculares
esqueltticas provenientes de pacientes con distrofia muscular
mictanica, ¢n la cual ¢l polencial de reposo de las oélulas mus-
culares estd reducido en magnitud y se observan trenes de
potenciales de accion, tal como sucede en los mioCilos cultiva-
dos.

AVANCES RECIENTES EN EL ESTUDIO
DE LOS CANALES DE 5S¢

Fsta seecion brinda informacion mds detallada acerca del fun-
cionamicnto de los canales de sodio y resume algunos de los
avances recientes en el estudio de los mismos, con ¢l fin de
ilustrar ¢l tipo de investigaciones que s¢ estén llevando actual-
menie a cabo sobre fa funcion y estruciura de los canales de-
pendicntes del voliaje.

Propicdades cinéticas. Los canales de sodio s¢ encuentran
cn ¢l estado cerrado al potenaal de reposo en la mayoria de
las cClulas excitables, y se abren (conducen iones) en forma
transitora cn respuesta a una despalanizacion sostenida, Esta
propedad fue por primera ver desernita en el axdn gigante del
calamar por Hodgkin y Huxley, y ha sido ¢l tema de numerosas
investigaqiones, tanto on ¢l axdn gigante como on muchas otras
membranas biologicas.

Los registros en la figura 4 representan corricnles de sodio
en oflulas neuroenddcrinas de la pars intermedia de la adeno-
hipdfisis, Ias cuales sintetizan y secretan varios péptidos bioac-
tivos de la familia de las melanotropinas v endorfinas. Estos
registros alustran varias de las propiedades generales de los
canales de sodio. En ¢l registro A de la figura 4, se aplict un
pulso despolanizanie a O mV, a pantir de un potencial de man-
tenimiento (¢l polencial de reposo impuesto experimental-
mente a la ollula) de -B0 mV. Los canales de sodhio se abren
ripidamente ¢n respucsta a la despolarizacién de la membra.
na, Muyendo sodio al intenor de 1a célula. 1a corricnte entran-
te de sodio aumenia con un curso lemporal que s¢ asemeja a
una sigmoide. S¢ pucde observar ademds que ¢l proceso de
apertura (O activacion) de los canales s reversible, pucs cuan-
do ¢l pulso despolanzanie termina y la membrana ¢s repolar-
eada a 80 mV¥, los canales se vuchven a cerrar,

El cicrre (0 desactivacion) de los canales de sodio en res-

----------------------------------------------------------------------------------

pucsta a la repolanzacion s rapdo, pero no instantanco, lo
cual permiute que los iones sodio sigan entrando a la oélula aun
despuds de la terminacidn del pulse despolanzante, De hecho,
como consccucncia de la repolarizacion a B0 mV la fucrza
impulsaora para la entrada de sodio aumenta dristicamente,
resultando ¢n un marcado incremento en ¢l ndmero de iones
soddio que ontran a la c¢lula por ¢ada canal abicrto. [a cormien-
te asf generada se denomina “cola”, La amplitud de la cola de
corrienie de sodio disminuye con ¢l licmpo conforme los cana-
les se cicrran,

En ¢l registro B de la ligura 4 se ilustra lo que sucede si cl
pulso despolarizante ¢s prolongado duranie mis liempo. Se
pucde observar que despuds de alcanzar un valor miximo, la
corniente de sodio ticnde a disminuir gradualmente durante la
misma despolanzacion, hasta que deja de ser detectable. [a
exphcacion es que los canales abicrtos en respucsta a la despo-
larizacion ¢ vuclven a cerrar despuds d¢ un ciera Lempo,

A -Y_-
[
| |
Vo

|

I

0 av ||

|..

|

-0 =Y

400 pA
L.7 =g

B ——

0 =V

-0 av|

Figura 4. Actividad funcional de los canales de sodio, El razo supe-
ror on cada par de registros comresponde a la coments elcirica
transporiada por iones sodio a través de canales selectivos a esos
wones, presentes en la membrana plasmitica de una célula neu-
roenddoring, mantenida en cultivo, de la pars intermedia de la ade-
nohipofisis de la rata. A) Comienle de sodio asociada con la apertu.
ra (aclivacbn) y Gefre (desactivacion) de kos canales, en respuesta
a la despolarizacidn y repolarizacidn de la membrana, respectiva-
mente, B) Corrienle de sodio durante una despolarizacidn sostoni-
da durante vanos milisegundos, que muestra o lendmend de inacti-
vaciin de los canales, Los regisiros fuercn obtenidos a 21°C bajo
control de voltaje, mediante la configuracién de la oélula completa
de la écnica de patch damp. El polencial de equilibric para sodio
fue +48 mY.
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aengue persista la despolanzacion. Al mecamisma de cierre
implicado ¢n este caso se le conoce como inactivacion. 1) esta-
do inactivado es distinto del estado cerrado de reposao: de esie
ultimo ¢l canal pucde ser abierto ripidamente por despolariz-
cion, micniras que en ¢l primer caso ol canal po cstd disponi.
ble para ser abicrio por [a misma maniobra, Para que ¢l canal
pase del estado cerrado inactivado al estado cerrado de reposa
se requiere repolarizar la membrana durante vanos sepundos
a un potencial sulicientemente negativa. Inclusao se poede de-
mostrar que al aphear una despolanzacion, algunos canales de
sodio cerrados on reposo pasan al estado corrado inactivado,
sin llegar 4 conducir lones en ningun momento,

Lainactivacidn de los canales de sodio es de gran relevanci
para cl sefialamiento elécirico neuronal, pucs ademis de Livo-
recer b repolanizacion del potencial de accidn, coninbuye tam-
bifn al periodo refractano que sigue al potencial de accion,
periodo durante ¢l cual la neurona no es capaz de produecr
nucvos potenciales de accian, y condiciona la frecuencia maxima
de dispara en ¢élulas capaces de producir trenes de potenciales
de accidn. Por lo antorior, lainactivacion de 1os canales de sodio
ha sido invesigada on extens, y ¥a 5¢ CmpIcsan a COnaCer los
detalles del mecanismo molecular involucrado.

Haodgkin v Huxley fucron también los primeros en modelar
la conducta cinética de 1os canales de sodio, Su madelo suponeg
que la apertura y cicrre de cada canal esth gobernada por la
posicidn de dos compuertas dependientes del voliaje ¢ inde-
pendicnies entre si: compuertas de actvacion e inactivacian.
L] canal conduce wones cuando ambas compuerias ¢stn abuer-
tas. En el estado cerrado de reposo s0lo la compuerta de acti-
vaclon estd cerrada, mientras que en ¢l estado cerrado macu-
vado la compuenta de inactivacidn ¢s la que lo estd. bn esie
modelo, ¢ movimiento de una compueria ¢s completamenic
independiente del movimiento de Lo otea. Bl hallazgo de que
algunas enzimas proteoliticas destruyen selectivamente al pro-
ceso de inactivacion de los canales de sodio cuando son aphia-
das intracclularmente, bondd apovo experimental a L wdea de
que la acuvacitn ¢ inachivacidn de 10s canales son procesos
separables, y sugind que la compuerta de nactivacidn estd en
la cara mtracelular del canal,

El modelo de Hodgkin y Huxley, sin embargo, no ha resis-
do el paso del tempo. Por ¢jemplo, se sabe ahora que L acu-
yacidn ¢ inactivacion de los canales de sodio, aungue son pro-
cesos  separables, no son independicntes entre si. Mas
concretamente, el andlisis de las corrientes de compuerta lle-
vado a cabo por Armstrong vy sus colaboradores en el axon
gigante del calamar, y ¢l de las cornentes unitanas por Charles
Stevens y sus asociados en nouronas de mamiferos, indican
que: a} un canal de sodio se puede inactivar 010 s1 s encuen-
tra actnvado previamente, al menos en forma parcial, by un
canal no puede desactivarse por completo, os decir, regresar al
estado cerrado de reposo, s1oesta 1odavia mactivado, y ) la
transicidn del ¢stado abierto al inactivado no es dependicnic
del voltaje.

La dependencia al voluyge del proceso de inachivacion ¢
stlo aparenie y la adquiere del mecanismo de activacidn. Re-
centemente, Armstrong v ¢l aator de este articulo han ofreci-
do evidencr expenimental ue apaya fuertemente a o asgve-
racion anterior. Lo que hicimos fue analizar con detalle ¢l
cursa temporal con que se cierran los Canales de sodio o dife.
reates valores de BEae Un canal de sodio abierio pucde cerrar-
s¢ por desactivacion o por inactivacion, ¥ para disimguir entre
¢505 dos mecamismos wilizamaos a la papaina, una cnyima pro-
teolitica que cuando es aplicada intracclularmente destruye ¢l

mecamsmo de inactivaciin, lnconiramos que a potenciales de
membrana mas positivos que -20 mV, los canales de sodio
ablertos s¢ clerran cast exclusivamente por inactivacion, y lo
hacen con un cursa lemporal que ne depende del voltaje.

El componamiento cindéiico de los canales 10nicos ¢s repre-
sentade con frecuenca medmante diagramas de estado, y el
sigwienic describe las principales propiedades andéucas de los
carales de sodio:

Iy €-mmm=u>
I 1
. : | l
L s 0y e L ()

Lus (s corresponden a diferentes estados cerrados del ca-
nal, mienatras que O representa el estado abierto, Iy ¢ Izs50n los
catados cerrados inactivados,

A un potencial de reposo de -B0 mVY la mayoria de los
canales esiin en el estado Co. La despolanzacion lavorece la
activacion del canal, lo que implica que transile desde ¢l esta-
do Oy hacia el estado Q. Para abrirse ¢l canal tiene gue pasar
por varios ¢stados cerrados intermedios, y esta caracleristica
explica ¢l curso tlemporal sigmoidal con el que s¢ activa la
corriente de sodwo que NMuye a wravés de una poblacidn de
canales (ligura 4A). La repolanizacion de la membrana ticne ¢l
electo opuesto, pues fvorece las transiciones hacia Ca (desac-
tvawion ), Bl canal se puede cerrar aunque persista la despola-
nizaciom, mediante ¢l proceso de inactivacion, ya sca desde ¢l
estado atierto, despuds de haber conducido wones durante un
crerto bempo, o directamente desde el estado O, antes de
haberse activado por completo.

Lo mactivacion se visualiza como ¢l bloqueo del canal, par-
cial O totalmenie activido, por una “particula™ inactivante un-
da a Iy cara mtracelular del canal, vV Que €5 muy sensible al
ataque proteolitico por enzimas. Bl movimiento de al particu.
la inactivante, asi como su interaccion con ¢l canal para blo-
quearko (transicidn Cyp == Iz, & O =-> [1), se realiza fuera del
campa clécirico transmembranal.

Hiologia molecular, Numa y sus colaboradores han deduci-
do la esiructura primana (¢s dear, la secuencia de aminodci-
dos) de tres tipos Jde canal de sodio, uno del érgano cléctrico
de la anguila Elecrrophorus elecincus y otros dos provenientes
del cercbro de rata, mediante la clonacidn y secuenciacian del
ADN complementario {ADNC) 4 los ARN mensajeros (ARNm)
gque codhilicon para la proteina de los canales. [stos estudios
muesiran gue ki secuencia de aminodcidos del canal de sodio
ha sido conservadiy en gran parte durante un largo periodo
evolutivo, EL conovimiento de la estructura primarnia, ha con-
ducido al planteamicnto de modelos tentativos para 1as estruc-
turas secundaria y lerciana del canal, El modelo propuestio por
Numa y sus colaboradores s¢ muesira en la figura 5, y se des.
cribe con algan detalle a continuacion.

Il canal de sodio de la anguila estd constituldo por un
polipé ptido de 1820 residuos de aminodcidos, con un peso
maolecular corcana a 260 Kd, v estd fuertemente glucosilado
{unitn de carbohidratos a la cadena polipeptidica). En el poli-
pé ptido s¢ pucden distinguir cuatro grandes dominios o umda-
dus con una alta homologia entre si. La cadena polipeptidica
de cada dominio se plicga dando lugar a scis diferenies scg-
mentos, constituidos por hélices alla, que atraviczan completa.
mente a L membrana, desde la cara intracclular a la extracelo-
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lar (figura 5A). Ambos grupos terminales, amino y carboxilo,
estdn del lado citopldsmico.

La mayor parte de todos 10s scgmentos s¢ encuentra inmer-
sa ¢n la bicapa lipidica. Los cuatro conjuntos de segmentos
transmembranales estin agrupados uno al lado de otro, for-
mando una estructura cilindrica, ¢n donde ¢! didmetro de la
base es mayor que la aliera. El centro del cilindro ¢s un tdnel
de parcdes hidrofilicas, la via de permceabilidad a ioncs. La
region periférica del cilindro (la que entra en contacto con los
lipidos de la membrana) estd formada por los scgmentos mds
apolares, los 55 y 56, La regidn central, aquella gue constituye
las parcdes del poro iGnico, estd formada por los segmentos S2.
Los segmentos $1, 83 y 54 s¢ localizan entre los dos anteriores
conjuntos (ligura 5B). Los scgmentos 52 conticnen residuos de
aminodcidos con grupos cargados negativamente, que estdn
muy conservados cntre los diferentes tipos de canales de sodio
quc han sido secuenciados, y que podrian contribuir a la sclec-
tividad del canal por iones sodio.

I:n ¢l canal en reposo el poro idnico estd permanentemente
abierto, a excepeion de su extremo citoplismico gue estd ce-
rrado, posiblemente por las regiones del polipéudo localizadas
cn ¢l extremo de algunos de los segmentos. Los segmentos 54
poscen un gran numero de residuos de aminodcidos (arginina
y lisina) con carga positiva, dispuestos en forma de espiral a lo
largo de la superficie del scgmento. Las cargas posilivas ¢n 54
interaccionarian con cargas negativas, dispuestas de mancra
complementaria, en los scgmentos vecinos Si y s3. Estos dos
grupos de carga podrian ser 108 sensorcs de voltaje que permi-
ten que ¢l canal responda a los cambios en ¢l potencial de
membrana.

La acuvacion del canal en respuesta a la despolanzacion
podria involucrar que cada segmento 54 realice un movimiento
de rotacidn alrededor de su eje, avanzando durante tal movi-
miento hacia la superficie extracelular, mientras que simultd-

Figura 5. Modelo molecular propuesto por Numa y sus colaborado-
res para 8l canal de sodio. a) El canal es un polipéptido ¢On cuatro
dominics o unidades (i) muy parecidos entre si. Cada dominio
esld constituido por seis helices alla ransmembranales 0 segmen-
tos (51.58). Los segmentos estan ndicados por Cilindros de la mane-
fa siguiante: 51, con trazo cuadriculado; 52, con punteado; 3, con
ingas diagonales, s4, con un SigNo posilive; S5 y 58, &n NEQIe, CHO
indica los sitios que estarian glucosilades. b) Distribucién espacial
de los dominios y segmentos én el canal, vislo en la direccidn
perpendicular al plano de la membrana.

ncamente los segmentos vecinos se moverian en ¢l sentido
contrario. Segin Robert Guy, esle movimiento seria semejante
al que clectaa un tornillo cvando s¢ introduce en un agujero
con la cucrda adecuada, v daria como resultado cambios con-
formacionales que chiminarfan la obstruccidn del poro idGnico
cn su extremo citoplismico, quedando asi libre ¢l paso para el
Mujo transmembranal de iones.

[:ste y otros modelos estructurales del canal de sodio estidn
sicndo actualmente puestos a prucba, utilizindose diversos en-
foques experimentales. Asi, un enfoque ¢s ¢l de mutagénesis
puntual dirigida, que wtiliza métodos de ingenicria genélica
para modificar en lorma sclectiva y precisa la secuencia de
bascs ¢n ¢l ADNe que codilica para el canal, Moléculas de ARN
mensajero, producto de la transcripeidn i vifre del ADNC mo-
dificado, son entonces introducidas en ¢l interior de células
huéspedes (ovocitos de Xenopus, gencralmenie), que sinteli-
zan ¢ insertan cn su membrana plasmdnca a los canales mu-
tantes. Las consecuencias funcionales de 1a mutacidn son luego
analizadas con detalle.

Otro enfoque ¢5 ¢l de los grupos de Robert Barchi y William
Catterall, quiencs cstdn desarrollando e investigando ¢l efecto
sobre canales normales, de anticucrpos capaces dc reconocer
regiones especificas en la cadena de aminodaidos del canal. Un
tercer ¥ poderoso enfoque ¢s ¢l de ingenicria de proteinas,
aplicado recientemente por Mauricio Montal y sus colaborado-
res, y que consiste basicamente cn el discfo y sintesis in vitro de
péptidos con secucncias de aminodcidos que mimetizan las de
los dilerentes segmentos del canal, por cjemplo las de aquellos
que supuestamente conforman al poro 16nico. Los péptidos
sintélicos son postenormente incorporados ¢n bicapas lipidicas
artificiales para investigar sus propiedades [uncionales, compa-
randolas con las del canal auténtico completo.

Cada uno de estos enfoques, o combinaciones de ellos, es-
tén permiticndo avanzar rdpidamente en ¢l conocimiento de la
relacion entre la estructura v la funcidn del canal de sodio, a
un nivel molecular. Por cjemplo, en experimentos de mutagé-
nesis puntual dirigida, Walter Stuhmer en colaboracién con ¢l
grupo de Numa, ha encontrado evidencia que apoya la idea de
que las cargas positivas ¢n los scgmentos S4 forman parte de
los sensores de voliaje, y de que la regidn citoplidsmica del
polipéptido que conccta al dominio M con ¢l dominio IV cons-
tituye parte de la particula inactivante.

Dhversidad. Las propicdades fundamentales de los canales de
sodio han sido altamente conservadas a lo largo de la escala
filogenética. Adn asi, s¢ puede hablar de diferentes tipos de
canales de sodio ¢n base a diferencias en sus propiedades ciné-
ticas, sensibilidad a la accidn bloqueante de la TTX, conductancia
unitaria, y estructura primaria. Es posible incluso distinguir tipos
diferentes de canales de sodio adn en un mismo tipo oclular de
un organismo dado. Por ¢jemplo, los canales de sodio de las
neuronas y oflulas musculares provenientes de ratas adultas
suelen ser bloqueados por concentraciones nanomolares de TTX,
mieniras que [0s canales de las oflulas provenientes de embrio-
nes son mucho menos sensibles al bloqueo por la toxina.

Siguiendo con este 1WGpico, la desnervacion del masculo és-
quelético en ¢l animal adulto induce la sintesis de canales de
sodio resistentes a la TTX, al mismo tempo que disminuye la
densidad en la membrana plasmética de los canales sensibles a
la lona y que estin normaimente presentes. Ambos lpos de
canales, sensibles y resistentes a la TTX, son simultancamente
expresados por oflulas musculares cardiacas adultas. Richard
Weiss y Richard Horn han encontrado en los mioblastos que
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los canales menos sensibles a la 71X son aclivados a polencia-
les de membrana mas pegalivos ¥ Sus COIMICTCS UNLIATIIS Son
de menor amplited que 1 observado para los canales (ue son
Bloquendos por pequenas conceniraciones de T

En relacion con esta vicriahilidad en a8 propledades doe los
canales de sodio, conviene también senalar que los canales de
sodio de newronas y oflulas musculares de mamileros ostin
compucstos por dos o tres subunidades: wna subundad grande,
muy similar sl dnico polipéptido del conal de sodio del drgano
eléctrico de 1y anguila, denominada subunidad alla, ¥ una o dos
subunidades pequefas, denominadas beta, de peso molecular
cntre 30 y 40 kd. In ¢l canal maduro, aguél prescote en la
membrana plasmética, al menos una de Jus subunidades bera
estid unida eovalentemente a la subunidad
alfa por enlaces disulfuro, Ademas, Numa
y fsus eolnbaradores ban obtenido 12 se-
cucncis de amiodasicidas de la subomidad
alfa para dos upos de canales de sodio
provenicntes del cerchro de 1a rata, a los 8
quc denominan tipo 1 y tipo I Fsios § A
dificren entre 5fen sus eslructuras prima-
rias, y positblemente (ambién en sus pro-
picdades funcionales. Noestd claro si una
MISMI Neurona €5 capar de expresar am-
bos tipos (1 v i) de canales o s1 provicnen
dec upos celulares diferenles.

Hindogia cefufar. Durante la presenie
deécada ha sido posible oblener informa-
cidn eelacionada con ¢l metabolismo de
los canales de sodi. Asl, on las células
de neuroblastons, una preparacionr muy
ultihzada ¢n este 1ipo de estudios. Catle-
rall ¥ sus volaboradores han mostrado .
gue Ia vida media de un canal en la s
membrana plasmilica ¢s de aproximada- ;
mente 26 horas. Ya que ¢l nimero total
dc canales en Ja membrana plasminca
de cada oflula de newroblastoma €5 €er-
cano a 50 000, en promedio, esta células
degradan ¥ reemplazan €n la membrana
cerca de 1 00 canales por hora.

Fn otra preparacion, Ja de los cucr-
pos neuronales que dan lugar a los axo-
ncs que al Tendirse entre si forman los axoncs gigantes del
calamar {newronas GFL) William Gilly v sus colaboradores han
enconrada que el nimero promedio de canales de sodio por
newrona ¢s de aproximadamente 200 (00 (alrededor de 37
canales por micrometro cuadrado de membrana). A partic de
este dato y del curso temporal con ¢l cual los canales desapare-
cen cuando [as ncuronas GLF son tratadas con inhidores Je
la sintesis de proteinas, s¢ estima gue estas células sintetizan
alrededor de 70K canales de sodin por hora, Fstas adras dan
idea de lo extraordinariamente dindmica que puede llegar a
ser una poblacidn de canales iGnicos.

Oros datos relacionados con el meabolismo de los canales
de sodio son que cn las ¢élulas neuronales provenicnies del
eerebro Jde embriones o de patas recién naeidas, cerca del 7007
del todal de subunidades alla en una cflula estdn localizados
intracelularmente, no en la membrana plasmitica. Es preciso
huhm}'ﬂ: fue oo oCurre ¢n las meuronas sinmaduras, on las
cuales la sintesis de nueva membrana s muy activa, Bn s
neuronas del cerchro adulio, mucho menos activo on By sinte-
sis de nueva membranyg ncuronal, las subunidades alfa imrace.
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lulires no son un componenle promincente. 1ales subumidades
alfa intracelulares podrian enlonces [UNCIONAT COMO CSCVOMND
de canales de sodio presmtetizados, lislos para ser meorpora-
dos @ I membrana plasmitica durante perfodos de intensa
hiogdnesis de membrany,

Resulta inleresanie que a diferencia de 1o que se observa en
cl vanal maduro, las subunidades alfa intracclulares no estdn
unidas covalentemenie i 185 subunidades beia. Catterall y sus
coliboradores proponen que tal ensamblaje de subunidades
podrin ser un paso cruglal en o maduracidn intracelular del
camal, determinando, por ¢jempla, ¢l momento de la incorpori-
cichn del canal a la membrana plasmatica. A propdsilo, Jas subu-
nidades alla libres estdn ya glucosiladas y unadas o membranas
intracclulares. Fsto ¢s de interds por
gue ¢l mantenimienta de [os niveles
normales de canales funcionales de so-
diey en la memberana plasmatica de Lis
células de ncuroblastoma requicre de
la glucosilacion intracelular de las su-
' bunidades aifa.

Los mecanismos que regalan L ris
pidee de sintesis in vive de los caniles
de sodio no cstdn 1wdavia bicn enten-
didos. 5in embargo, algunas TCspucs-
135 a preguntas relacionadas con tales
mecanismos han sido aportadus por

4 esludios recicntes on las células POy,
o una linca celular derivada de 1a gldn-
dula suprarenal, y ¢n ¢élulas museuli-
res esquelélicas en cultivo. Tas células
PCIZ pucden gencrar potenciales de
o accion 300 si ¢l medio en ¢l que son
mantenidas en euliivo comtiene al fac-
1or de crecimienlo neural (NGF).

La cxcitabilidad eléctnca de Ias cé-
lulas MC12 tratadas con NGF ¢514 rela-
cionada con un gran incremento €n la
densidad de capales de sodio en la
membrana plasmatica, como conse.
cuencia del aumento en la sintesis in-
tracclular de los canales. Mas especifi-
camenic, Mandel y sus colaboradores
han podido cstablecer gue cof NOGF in-
ducc en 1as oflulas PCI2 Ja exprosidn del gene para cl canal de
sodin tipo I, uno de los dos tipos de canales identificados ¢n base
a la ¢structura primaria de 1a subunidad alfa en las células del
cerebro de la rata,

I'n los mwocitos, por olra pare, ¢l grupo dc Cancrall ha
demostrado que la actividad elécinica de las oflulas dsminuyc
la densidud de canales de sodio en la membrana plasmadtica,
posiblemente a través del incremento on los niveles de caleio
lisre vn el citoplasma, Por el contrario, el aumento de 1ok
niveles intracclulares de PMC tiene el elecio opucsto. Las mo-
dilicaciones en la densidad de canales de sodio funcionales
¢sidn asociadas a cambios parariclos en los niveles mtracelula-
res de KNAM que codifican para la subunidad alfa de los cana-
les. Mo s¢ conoce a la fecha los mecanismos involucrados cn
vslus acciones de los 10nes ¢aleio v AMPe, ©
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