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El lenguaje ¢ s CELULAS

“Me inclino a creer que la vida tal como se nos
presenta debe ser una funcion de la asimetria del

universo o de las consecuencias que ésta implica”.

Louis Pasteur.!

ylos MODELQOS de
canales ionicos

Angel A. Islas
Eduardo Salinas Stefanon

La segunda ley de la termodinamica dicta que todo sistema
en el universo tiende al equilibrio en el cual la temperatura,
la presion y el potencial quimico tienden a ser uniformes; sin
embargo, para toda célula que conforma un tejido, es vital
mantener una concentracion desigual de substancias en su
interior y en el exterior. Especificamente, la desigualdad de
cargas eléctricas a través de la membrana de una célula per-
mite a esta establecer un no equilibrio dinamico que oscila
alrededor de un estado estable desigual el cual, mediante una
sofisticada maquinaria molecular delicadamente acoplada,
es capaz de reaccionar apropiadamente a una serie de varia-
ciones azarosas para regresar a tal estado estable.

Las bases experimentales y tedricas de dicha oscilacion
eléctrica en las células excitables fueron descritas por prime-
ra vez por Hodgkin y Huxley en 1952; mas tarde, el desarrollo
del entendimiento de procesos termodinamicos irreversibles
y las valiosas aportaciones de Turing (sobre patrones espa-
ciales en sistemas quimicos), Lotka y Volterra (sobre oscila-
ciones ecoldgicas predador-presa) y Balescu (sobre cinéticas
no lineares en oscilaciones de sistemas quimicos abiertos),
permitieron a llya Prigogine, premio Nobel de quimica en
1977, describir la autoorganizacion temporal que este tipo de
comportamientos originan.?
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En términos generales, un sistema abierto —como
la célula— que intercambia materia y energia con su
entorno, frecuentemente opera lejos del equilibrio y
eventualmente alcanzard un nuevo estado estable. A
consecuencia de procesos de retroalimentacion su
cinética es de naturaleza no-linear y eventualmente
generard propiedades emergentes de autoorganiza-
cion constituyendo lo que Prigogine llama una estruc-
tura disipativa.?

En el caso de las células excitables, al estado es-
table o de reposo lo caracteriza una asimetria en la
distribucion de cargas, ya que en el interior de la célula
predomina una carga eléctrica negativa con respecto
al exterior celular, lo que se conoce como potencial de
membrana o de reposo. Las variaciones en este poten-
cial eléctrico por medio del intercambio de particulas
inorganicas con carga constituyen la manera a través
de la cual las células despliegan su capacidad de au-
toorganizacion temporal. Por medio de este compor-
tamiento dinamico regenerativo, lejano al equilibrio,
la célula censa el ambiente, recibe y transmite infor-
macion codificada. Este fenomeno es de fundamental
importancia ya que el funcionamiento de todo ser vivo
depende de la capacidad con la que las células que lo
componen se comuniquen.

Figura 1. Poro del canal de sodio en representacion de liston (la cual muestra la
disposicion regular de algunos de los atomos que la componen, i.e. estructura
secundaria). Un ion de sodio (Na*) pierde su corona de hidratacion (moléculas
de H,0) al aproximarse al vestibulo externo del canal, comenzando su trayectoria
al interior celular. (Para consultar las figuras en color, ver el articulo en www.
elementos.buap.mx).

La secuencia de eventos moleculares por los cua-
les el potencial de membrana se incrementa réapida-
mente (despolarizacion), y disminuye nuevamente (re-
polarizacion), hasta alcanzar su estado estable inicial,
sigue una trayectoria estereotipica y se conoce como
potencial de accion. El desencadenamiento y el aco-
ple temporal de este fendmeno dependen de proteinas
altamente especializadas y selectivas las cuales per-
miten el paso de iones positivos y negativos a través
de la membrana de la célula en respuesta a cambios
fisicos y quimicos. Estas macromoléculas son llama-
das canales ionicos.

LOS CANALES IONICOS:
MAQUINAS DE LENGUAJE CELULAR

A diferencia de otras proteinas acarreadoras de molé-
culas como las bombas y transportadores secundarios
(e.g. de nutrientes), que precisan de un gasto de ener-
gia metabolica (transporte activo), los canales idnicos
se valen del gradiente electroquimico para transportar
iones; es decir, la fuerza impulsora que dirige el flujo
ionico tiende a igualar las concentraciones y cargas
en ambos compartimentos, interior y exterior celular,
lo que se denomina transporte pasivo; este es mucho
mas rapido, pues miles de iones son transportados en
milésimas de segundos; importantemente, no precisa
de un gasto extra de energia: en principio, la segunda
ley de la termodinamica le basta.

La célula, a lo largo de la evolucion de la vida, ha
generado mecanismos de retroalimentacion (e.g. re-
polarizacion) situando al sistema en condiciones de no
equilibrio, el cual, como indica Prigogine, crea “corre-
laciones de largo alcance” por medio de las cuales la
célula coordina su funcionamiento interno y su comu-
nicacion con otras células en un tejido.

Paratal efecto entra primero en juego un factor fun-
damental; la composicion y estructura de los canales
le confieren dos facultades primordiales: selectividad
y la regulacion de su actividad. La selectividad refiere
al hecho de que los canales son mas permeables a un
solo tipo de ion, siendo los mds importantes el pota-
sio, el sodio, el calcio (con cargas positivas) y el cloro
(con carga negativa). Los canales pueden existir en un
estado abierto o cerrado y las transiciones entre estos



estados se encuentran reguladas ya sea por ligandos,
es decir, otras moléculas que al unirse a ellos abren
o cierran el canal, o por voltaje, cuando los canales
abren o cierran en respuesta a diferentes potenciales
eléctricos a través de la membrana en la que se en-
cuentran insertos.

La primera fase ascendente del mecanismo por el
cual las células establecen comunicacion es llamada
despolarizacion. En ella los canales de sodio depen-
dientes de voltaje desempenan un papel esencial,
siendo los responsables de la generacion y propaga-
cion de potenciales de accion en neuronas, células
musculares y neuroendocrinas?® (Figura 1).

El estudio de su estructura y funcion es de gran
importancia biologica y médica, ya que la expresion
y/o actividad anormal de estos canales han sido identi-

menos naturales a escala atomica, son aplicados en
el campo de la farmacologia, en el descubrimiento y
optimizacion de nuevas moléculas (o ligandos) con
afinidad a un blanco bioldgico (o receptor) sobre el
cual ejerzan un efecto terapéutico. Dentro de estos
métodos, el cribado virtual (deteccion de ligandos a
partir del receptor), depende de la disponibilidad de
informacion estructural del blanco bioldgico, la cual
puede ser determinada experimentalmente o deri-
vada computacionalmente.”

Canal de sodio

ficadas como un factor determinante en un sinnimero
de enfermedades llamadas canalopatias, que incluyen
arritmias cardiacas, epilepsia, dolor neuropatico e in-
flamatorio, paralisis muscular, entre otros.*

Se estima que un 13.4% de los medicamentos ac-

e
’ggzz

S e
e
o w ST
~

- 3 '&!‘P"

Vista extracelular (desde arriba

Vista lateral

tuales ejercen su accion terapéutica sobre un canal
ionico, haciéndolos el segundo mayor blanco terapéu-
tico molecular (después de los receptores acoplados a
proteinas G).°

EXPERIMENTOS VIRTUALES

El disefio de farmacos y el estudio de la relacion entre
su estructura y sus propiedades bioldgicas data del
siglo XIx, destacando la aportacion de John Langley,
Paul Ehrlich y Alfred Clark, responsables del desarro-
llo del concepto de receptor, el cual se define como
la macromolécula blanco sobre la cual el farmaco (o
droga) ejerce su accion.

Sin embargo no fue hasta los anos 50’s del siglo
XX, que Hansch propone aplicar calculos y estadis-
tica para establecer relaciones cuantitativas entre la
estructura y la actividad de moléculas biol6gicamen-
te activas. Mas tarde, con el advenimiento de nuevas
tecnologias como las graficas por computadora en los
80’s y 90’s surge el modelaje molecular.t

El modelaje molecular consiste en un conjunto
de métodos computacionales que ademas de ser
empleados para describir y analizar sistemas y feno-

Figura 2. Superficie Electrostaticadel poro del canal de sodio. El potencial eléctrico
3D de una proteina esta determinado por la carga en su conjunto de cada uno de los
aminodcidos que lacomponen. Las cargas negativas enrojoy las positivas enazul.
Las cargas proximas al eje del poro son predominantemente negativas por lo que
atraenalosionesdesodio (Na+) cuyacargaelde +1.

Este tipo de experimentacion virtual, es decir, lle-
vada a cabo por computadora, se denomina in silico.
Aunque el desarrollo de estos experimentos tedricos
es mecanicista y estd arraigado intrinsecamente a
una vision reduccionista y determinista de los siste-
mas vivos, existen diversas ventajas frente a métodos
tradicionales, por ejemplo, la reduccion en el numero
de moléculas a ser sintetizadas o probadas, la agiliza-
cion de la experimentacion a través de la prediccion
de la mayoria de propiedades fisicoquimicas (Figura
2) y farmacéuticas de cualquier molécula con tan
solo contar con su formula, y la capacidad masiva de
procesamiento de informacion, lo que se traduce en
la reduccion de la experimentacion en animales y de
consumo de recursos de laboratorio en general.



LA ESTRUCTURA DETERMINA LA FUNCION

Como se ha mencionado anteriormente, los canales
ionicos constituyen blancos terapéuticos importantes,
componen el 1.5% del genoma humano y se calcula
que las ventas mundiales de medicamentos que ac-
tlian sobre estas proteinas estan sobre los 12 billones
de dolares.’

No obstante, la mayoria de estos medicamentos
han sido descubiertos mediante métodos tradiciona-
les empleando animales o tejidos sin conocimiento
previo de su blanco molecular.’

A la luz del desarrollo tecnologico y del avance de
la biologia molecular y el entendimiento de procesos
fisiopatoldgicos, es imprescindible conocer a detalle,
en primera instancia, la actividad bioldgica y el funcio-
namiento normal de los canales idnicos, y en segundo,
su farmacologia, es decir, como modifican su actividad
los medicamentos y drogas tanto en procesos patolo-
gicos como en organismos sanos. Sin embargo, para
todo lo anterior es necesario disponer de informacion
confiable acerca de su estructura y su actividad.

Como la mayoria de canales i6nicos, los canales
de sodio dependientes de voltaje son complejos pro-
teicos formados por una subunidad (o) que al atra-
vesar la membrana de la célula forma un poro, y las
subunidades (B) accesorias que modifican la actividad
del canal. Importantemente, su secuencia (i.e. las bio-
moléculas llamadas aminoacidos que la componen),
varia segun el tipo de célula en la que se encuentren.

Asi, por ejemplo, la actividad moduladora que ejer-
ce la subunidad B1 en el canal es significativa en el
sistema nervioso y en el masculo esquelético, pero no
en el corazon.®

Se conoce que la mutacion de uno solo de los cer-
ca de 2000 aminoacidos que componen la subunidad
o es causa de enfermedades tales como la miotonia,
en la que una mutacion puntual (el cambio de un ami-
nodcido por otro en la secuencia, i.e. v445M) del canal
de sodio de masculo esquelético produce un desorden
muscular en el cual al paciente se le dificulta relajar
sus masculos después de flexionarlos.® Igualmente,
en lainsensibilidad al dolor congénita (CIP) se conocen
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varias mutaciones “sin sentido” (e.g. R277X, Y328X,
w897X) sobre la secuencia del canal de sodio de sis-
tema nervioso periférico, que producen en el individuo
la incapacidad de percibir los estimulos dolorosos.®

En ambas patologias, un cambio estructural ha
alterado la actividad del canal de sodio: se ha modi-
ficado uno 0 mas parametros en la cinética de con-
duccion de cargas positivas (iones sodio) al interior
celular, lo cual altera el potencial de acciony, por ende,
la comunicacion entre células.

En el primer caso, la mutacion v445M incrementa
la corriente de sodio, el canal permanece mas tiempo
activo o abierto y se prolonga la despolarizacion en el
potencial de acciony, por tanto, se retrasa la relajacion
del musculo después de una contraccion.

En el segundo caso las mutaciones “sin sentido”
producen el truncamiento de la proteina que forma el
canal, volviéndolo no funcional. Al registrarse un es-
timulo doloroso, la informacion sobre este estimulo
precisa de codificarse y transmitirse en forma de
potenciales de accion a través del sistema nervioso
periférico al cerebro, pero ya que el canal de sodio
no es funcional, los potenciales de accion no pueden
iniciarse y la informacion sobre el estimulo doloroso
nunca llega al cerebro.

ONTOGENIA DE UN MODELO

Pero no todas las mutaciones puntuales modifican la
actividad del canal tan significativamente, por lo que
se pretende identificar a los aminoacidos que parti-
cipan principalmente en los eventos moleculares que
subyacen a los procesos fisiologicos.

En el Laboratorio de Biofisica Cardiaca del Instituto
de Fisiologia de la BUAP pretendemos identificar a los
aminodacidos involucrados en la asociacion molecular
que determina la modulacion que ejerce la subunidad
B1 del canal de sodio (Figura 3).

Las proteinas oy B1 provienen de dos genes dife-
rentes que a lo largo de la evolucion han establecido
una asociacion funcional.

Para tal efecto se ha desarrollado un modelo 3D a
escala atomica de la subunidad 31, por medio de un
método in silico conocido como modelaje molecular
por homologia.



Esto consiste en: a) identificar un proteina estre-
chamente relacionada por evolucion divergente de una
proteina ancestral comun con la proteina blanco a mo-
delar, la cual haya sido determinada experimentalmen-
te (molde). b) alinear ambas secuencias para ¢) mutar
computacionalmente cada aminoécido de la proteina
blanco en el lugar correspondiente de la estructura re-
suelta experimentalmente.

Por tltimo, el modelo se refina y evalta de acuerdo
a las leyes fisicoquimicas que determinan la geome-
tria molecular. Una vez que se cuenta con informacion
estructural confiable sobre el canal, con principios
fisicoquimicos y resultados experimentales publica-
dos, se establecen hipotesis sobre las posibles inte-
racciones moleculares y cambios conformacionales
que se llevan a cabo durante el mecanismo de com-
puerta del canal.

Aunque existen otros métodos indirectos para me-
dir la actividad del canal (como los ensayos de union,
de flujo ionico, las sondas fluorescentes, entre otros),
el estandar de oro para estudiar la actividad y farma-
cologia de un canal son los registros electrofisiolo-
gicos,”® los cuales miden en tiempo real la actividad
del canal en funcion de la corriente eléctrica macros-
copica (producto de la actividad de una poblacion de
canales) que se genera al variar experimentalmente el
voltaje a través del tiempo.

Mediante diferentes protocolos de estimulacion y
en diversos tipos de preparaciones se obtienen para-
metros estadisticos que describen la cinética del ca-
nal, sus tiempos y voltajes de activacion, inactivacion
y recuperacion.

Dicha informacion retroalimenta los modelos mo-
leculares 3D a partir de los cuales se formulan nuevas
hipotesis cualitativas sobre el comportamiento de los
atomos del canal, causa dltima subyacente a los fend-
menos macroscopicos observables.

Los modelos constituyen “hipdtesis atdmicas tridi-
mensionales” asociadas a informacion experimental y
cuyo comportamiento y evolucion depende de aproxi-
maciones estadisticas de las leyes fisicoquimicas de
la naturaleza en un ambiente virtual en el cual se puede
explorar una infinidad de posibilidades.

Por lo tanto, estos modelos a su vez contribuyen
a dar una explicacion coherente a los resultados em-

Subunidad 31 del canal de Sodio

Figura 3. La porcion extracelular del modelo de la subunidad 81 del canal de
sodio inserto en un modelo de la membrana celular. La representacion superficial
transparente de los volimenes atémicos de B1 permite visualizar también su
estructura secundaria mediante su representacion de liston. El codigo estandar
de colores para cada atomo en un modelo molecular es: rojo.-oxigeno, azul.-
nitrégeno, naranja.-fosforo, gris.-carbono, blanco.-hidrégeno. (Para consultar las
figurasencolor, verelarticuloen www.elementos.buap.mx).

piricos y guian el disefio de nuevos experimentos que
puedan contestar preguntas de relevancia fisiologica e
importancia médica. Incluso bajo el espiritu newtonia-
no de un universo mecanico, resultaria terriblemente
reduccionista e ingenuo dar a esta etérea imagen de
canales ionicos, por elaborada y metddica que haya
sido su creacion, la calidad de causa ultima de un fe-
némeno bioldgico.

Pero bien es cierto que la delicada y extraordina-
ria comunicacion celular que garantiza la vida de toda
especie sobre la Tierra depende de un lenguaje que,
en esencia, es una oscilacion coordinada de cargas
eléctricas, lejana al equilibrio termodinamico y fuer-
temente determinada por la estructura atémica de los
canales por los cuales fluyen.

Este es, al menos, un mejor modelo sobre la ma-
nera en la cual las células, las unidades fundamentales
de la vida, transmiten informacion e interactan coor-
dinadamente entre si para conformar el conjunto de
ultraestructuras funcionales que constituyen los orga-
nismos. Un modelo falible y limitado al fin.

Sin embargo, en palabras del fisico americano
Henry A. Bent: “Un modelo debe ser erréneo hasta
cierto grado, si no seria la cosa misma que represen-
ta. El truco esta en ver en qué es correcto”."

membrana celular




Estatuta de una maternidady jinete. Etnia Senufo, Costa de Marfil.

REFERENCIAS

1 L'Univers, disait-t-ilun jour, estun ensemble dissymétrique. Je suis porté a croire
que la vie, telle qu'elle se manifeste a nous, doit étre fonction de la dissymétrie
de I'Univers ou des conséquences qu'elle entraine. Works 1, Comptes Rendus de
I'Académie des Sciences (1874).

2 Goldbetter A. Biological Rythms as Temporal Dissipative Structures. Special Vo-
lume in Memory of llya Prigogine. Advances in Chemical Physics, 135. John Wiley &
Sons, Inc (2007).

3 Catterall WA. From ionic currents to molecular mechanism: the structure and
function of voltage-gated sodium channels. Neuron, 26 (2000) 13-25.

4 Brackenbury WJand Isom LL. Voltage-gated Na* channels: Potential for  subunits
astherapeutic targets. Expert Opinion on Therapeutic Targets 12 (2008) 1191-1203.

5 ClareJJ. Targeting ion channels for drug discovery. Discovery Medicine 53 (2010).
6 Qverington JP, Al-Lazikani Band Hopkins AL. How many drug targets are there? Nat
Rev Drug Discov 5(2006) 993-996.

7 Ekins S, Mestres J and Testa B. In silico pharmacology for drug discovery: applica-
tionsto targetsand beyond. BrJ Pharmacol. 152 (2007) 21-37.

8 Takahashi MP and Cannon SC. Enhanced Slow Inactivation by v445M: A Sodium
Channel Mutation Associated with Myotonia. Biophysical Journal 76 (1999) 861-868.
 Lampert A, O'Reilly AO, Reeh P and Leffler A. Sodium channelopathies and pain.
Pflugers Arch. 460 (2010) 249-63.

10 7heng WandKiss L. Screening Technologies for lon Channel Targets in Drug Disco-
very. American Pharmaceutical Review, lon Channels.

" Holtje ef al. Molecular Modeling: Basic Principles and Applications. Wiley VCH,
Weinheim, Germany (2003).

N ANGEL A. Islas « EDUARDO Salinas

Angel A. Islas

angelislas@gmail.com

Eduardo Salinas Stefanon
esalinass@gmail.com

Instituto de Fisiologia BUAP Puebla, México.

S
>
2
=
<
=
=
S
=
o]
j=1
£
wi
T
=2
<
=
2
w






