72

100cias@uned

psicobiologia y permitiendo el estu-
dio de las funciones cerebrales de
orden superior. '

La labor de Paul Lauterbur y
Meter Manfield ha sido seguida por
numerosos investigadores de todo el
mundo y también en nuestra Uni-
versidad. Como un recuerdo nostdl-
gico que ahora cobra un valor espe-
cial, la Figura 4 muestra los asisten-
tes a la Gordon Conference de
Resonancia Magnética de 1990. En
ella se puede distinguir al Prof. Lau-
terbur y al Dr. Francisco Chapa
Gabriel, primer becario de la UNED
en hacer su Tesis Doctoral en Reso-
nancia Magnética Biomédica.
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PETER AGRE Y RODERICK
MACKINNON. PROTEINAS
DE TRANSPORTE DE IONES Y
AGUA EN LA MEMBRANA DE
LAS CELULAS

El Premio Nobel de Quimica de
2003 ha sido compartido por dos cien-
tificos que han realizado una impor-
tante contribucion para entender, a
nivel quimico, el funcionamiento de la
membrana de la célula y. en concreto,
de las proteinas canal que regulan el
paso del agua y de los iones.

Peter Agre (1949) es profesor de
Quimica Bioldgica en la Escuela de
Medicina de la Universidad Johns
Hopkins en Baltimore. Su grupo de
investigacion descubrié las protei-
nas de membrana responsables del
transporte de agua, aislando la pri-
mera de ellas, a la que denominaron
acuaporina (1991).

Roderick MacKinnon (1956) es
profesor de Neurobiologia Molecu-
lar y Biofisica y trabaja en el Insti-
tuto Médico Howard Hughes de la
Rockefeller University en Nueva
York. Su grupo investiga los canales
de iones y descubrié la estructura
quimica y el mecanismo de funcio-
namiento de la proteina canal de
potasio K* (1998).

Los descubrimientos de Agre y
MacKinnon son fundamentales para
entender el transporte a través de la
membrana de las células. La mem-
brana controla el contenido interno
de la célula y la comunicacion con el

exterior, ya que regula el paso de
moléculas y detecta las senales y
situaciones del entorno. Todas las
membranas estdn formadas por una
doble capa de fosfolipidos, que cons-
tituyen una barrera protectora y ais-
lante para las células, pricticamente
impermeable al agua, a los iones y a
cualquier otra molécula polar. Las
proteinas, embutidas en esta mem-
brana, realizan las labores finas y
selectivas de discriminar lo que entra
y sale de la célula. Agre y MacKin-
non han descubierto la existencia de
una fantdstica familia de proteinas
que funcionan como maquinas mole-
culares a modo de canales, con com-
puertas o valvulas, en las membranas.
Si para todas las células estas funcio-
nes son importantes, resultan criticas
en el caso de la comunicacién entre
neuronas, la contraccién muscular, la
funcién cardiaca y la reabsorcion en
los rifiones. Las implicaciones futuras
de sus descubrimientos son de gran
relevancia en el campo médico, ya
que se conocen bastantes enfermeda-
des cuya patologia es consecuencia
de un incorrecto funcionamiento de
los canales de agua y de iones. Cono-
cer cdmo son y cémo funcionan
constituye el primer paso para poder
desarrollar nuevos medicamentos y
vias alternativas de curacidn.

LOS CANALES DE AGUA

La existencia de canales que
mediaran la entrada de agua y otros
pequerios solutos en la célula fue
postulada a finales del siglo XIX.
Sin embargo, el concepto de canales
especificos para el agua era muy
controvertido. A lo largo de los
anos, los datos experimentales apo-
yaban la existencia de un filtro muy
selectivo, que permitia que el flujo
de H,O neutra alcanzara las 10°
moléculas por segundo, mientras
que impedia la entrada de agua pro-
tonada (H;O*). De no ser asi cam-
biarfa el pH de la célula. Ademds, no
todas las células tenfan el mismo
comportamiento con respecto a la
permeabilidad al agua. A pesar de
las numerosas pruebas sobre su exis-
tencia, los intentos para aislar o
identificar moléculas o estructuras
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especificas para el transporte del
agua fracasaron.

Los elusivos canales de agua fue-
ron finalmente descubiertos de
forma totalmente casual. El grupo
de Peter Agre no estaba interesado
en el transporte, ni mucho menos en
los canales de agua, sino en la
caracterizacion de los antigenos Rh
en las membranas de los glébulos
rojos. Sin embargo, hacia finales de
los 80, detectaron una nueva banda
en los extractos de protefnas de
membrana de los eritrocitos que
correspondia a una proteina relati-
vamente pequera (28 kDa) y de
funcién desconocida que decidie-
ron caracterizar. Pronto sospecha-
ron que se trataba de una proteina
canal. Después de obtener la
secuencia parcial de esta proteina,
pudieron determinar la secuencia
de DNA, y aislar el gen que la codi-
fica. Tras unos elegantes experi-
mentos, en los que expresaron este
gen en células que no son permea-
bles al agua, como los oocitos de
anfibios, vieron que se convertian
en permeables, estallando en un
medio hipoténico. Este y otros
experimentos en los que la adiccidn
de la proteina purificada a liposo-
mas los convertia en permeables,
les permitieron confirmar definiti-
vamente que se trataba de la protei-
na que constituia el canal de agua, a
la que denominaron acuaporina.
Desde entonces se han descrito
unas 200 acuaporinas en todos los
seres vivos, desde las bacterias
hasta los humanos, donde existen al
menos 11 acuaporinas diferentes.
La importancia fisioldgica de las
acuaporinas es quizds mds evidente
en el rifién, cuyas células reabsor-
ben del orden de 200 litros diarios
de agua de la orina primaria. Estas
células tienen unas acuaporinas
especificas y su funcion estd regu-
lada por la hormona vasopresina.

La estructura fina tridimensional
de las acuaporinas, descrita en el
aiio 2000, ha permitido elaborar un
modelo muy detallado para explicar
el paso de las moléculas de agua y
las interacciones a nivel atémico
con los aminodcidos que constitu-
yen el canal interno de la proteina

w=Kkt

9=Na+

Figura I. Los canales de potasio son muy selectivos para este ion. El ion sodio,

aun teniendo un tamafio menor, no atraviesa el canal v permanece fuera rodeado

de moléculas de agua.

por el que fluyen las moléculas de
agua en fila india.

Los resultados obtenidos por el
grupo de Agre han revolucionado el
estudio del transporte de agua a tra-
vés de las membranas y han sentado
las bases bioquimicas para este
importante campo de la fisiologfa y
la medicina.

LOS CANALES DE IONES

Los canales ionicos regulan, entre
otras, las funciones del sistema ner-
vioso y de los musculos. Por su enor-
me importancia han sido objetivo de
numerosos estudios y de algunos Pre-
mios Nobel anteriores. El quimico
fisico aleman Wilhelm Ostwald fue
el primero en proponer, a finales del
XIX, que las senales eléctricas medi-
das en determinados tejidos vivos
eran debidas al movimiento de iones
a través de las membranas. Sus apor-
taciones le valieron el Premio Nobel
de Quimica en 1909. Bastantes aflos
después, en 1963, el Nobel de Fisio-
logfa y Medicina premi6 a los cienti-
ficos ingleses Hodgkin y Huxley que
habfan demostrado como el movi-
miento de iones sodio y potasio, Na*
y K*, genera el pulso eléctrico y su
propagacion desencadena el impulso
nervioso que se transmite de una neu-
rona a su vecina.

Durante mids de cincuenta anos se¢
han ido acumulando evidencias
sobre las propiedades que tenfan
estos canales tan selectivos, capaces
de discernir entre iones muy pareci-

dos. Se postulé que debian tener

compuertas que podian abrirse o
cerrarse, y conducir los iones en un
sentido o en el contrario; pero resul-

taba un misterio el comportamiento
de esta exquisita maquinaria mole-
cular. ;Cdmo es posible que un
canal de K* (véase Figura 1) permi-
ta la entrada de millones de iones
potasio por segundo y sélo se le
cuele ocasionalmente un ion sodio
por cada 1000 iones de potasio, si
tienen la misma carga y el sodio es
mds pequefio? Esto ha representado
durante muchos afios un verdadero
rompecabezas para los biofisicos.
Finalmente, en 1998, el equipo
de Roderick MacKinnon logré des-
cifrar, por primera vez, la estructu-
ra tridimensional, en alta resolu-
cion, de un canal iénico de potasio
(K*) bacteriano (véase Figura 2).
Como ocurre a menudo en Biolo-
gfa, donde forma y funcién estdn
intimamente relacionadas, la sola
observacion de la estructura de esta
proteina, a nivel atdmico, permitio
rdpidamente comprender cémo
podia funcionar y el por qué de esta
exquisita selectividad. En disolu-
cién los iones estan rodeados por
moléculas de agua que los estabili-
zan (esfera de hidratacion). Cuan-
do el potasio choca con la entrada
del canal pierde su abrigo de agua
y queda inmediatamente arropado
por los dtomos de oxigeno de los
aminodcidos del interior del canal,
que tienen exactamente la misma
disposicién espacial que los oxige-
nos de las moléculas de agua que lo
rodeaban previamente. Sin embar-
go, el sodio es demasiado pequefio
y perder el agua lo dejaria en una
situacion muy desfavorable, desnu-
do en el interior del canal con los
oxigenos muy alejados, por lo que
se queda fuera del canal de potasio.
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Figura 2. Diagrama de bandas que muestra una imagen lateral de la proteina
canal de potasio Kesa. El canal se encuentra embebido en la membrana celular
con la cara extracelular arriba y la cara citoplamdtica hacia abajo.

Pudieron observar que el canal
estd formado por cuatro subunidades
idénticas de la misma proteina, dis-
puestas en forma de tienda de cam-
pana india invertida, es decir, como
un embudo. Ademds, existe un
mecanismo de compuerta que es
capaz de abrir y cerrar el poro del
canal en respuesta a ligandos quimi-
cos, como el calcio, 0o a cambios de
voltaje. La flexibilidad del aminod-
cido glicina permite que funcione
como una bisagra (véase Figura 3).

Posteriormente, extendieron sus
estudios a los canales de potasio en
diferentes organismos, insectos y
mamiferos, demostrando que su
forma y su funcionamiento es equi-
valente al de las bacterias.

Los trabajos de Agre y MacKin-
non ponen de manifiesto dos formas
diferentes de hacer ciencia. Si Agre
tuvo la suerte de encontrarse con
una proteina que no buscaba y la
sabia intuicién de volcarse en su
estudio, abandonando su tema de
trabajo anterior, MacKinnon, que
inicié la carrera cientifica después
de ejercer la medicina durante 8
aios, ha perseguido con constancia
y tenacidad el objetivo que entonces
se propuso: descubrir el funciona-
miento de los canales de potasio.

Durante mds de diez afos, el
grupo de MacKinnon abordé el
estudio de los canales de potasio
tratando de averiguar que aminodci-

dos eran esenciales para su funcio-
namiento. Las largas y tediosas téc-
nicas de mutagénesis dirigida, es
decir, mutar el gen y estudiar la fun-
cionalidad de la proteina de canal

mutada, le dieron una excelente
informacién: pudo determinar los
ocho aminodcidos clave que consti-
tuian el poro del canal, pero esto no
le permitié entender el verdadero
mecanismo de su funcionamiento.
Convencido de que era necesario
“ver” la proteina para entenderla, se
adentré él mismo en el estudio de la
cristalografia por Rayos X, y su
equipo en la clonacién del gen para
la obtencién de grandes cantidades
de proteina muy pura cristalizada,
un prerrequisito de esta técnica.
Esta apuesta dio sus frutos y la
arquitectura de la proteina canal de
potasio de la bacteria Streptomyces
pudo ser interpretada.

Los Premios Nobel de este afo
ilustran bien un concepto clave de la
Biologfa actual y es que para lograr
entender los procesos fundamentales
de los seres vivos es necesario llegar
finalmente hasta el nivel atémico.

Gloria Morcillo Ortega
Fac. de Ciencias, UNED

Figura 3. Esta imagen muestra las cuatro subunidades idénticas que constituven la
protetna del canal de potasio de la bacteria “Streptomyces lividans™, el centro del
canal contiene un ion potasio.





