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Abstract

Ion channels are ubiquitous membrane
transport proteins key for a myriad of phy-
siological processes involving both excitable
and non-excitable cells. While the role of
ion channels for the functional properties
of excitable cells has been widely known for
decades, the study of their involvement on
the activity of non-excitable cells has been
somewhat relegated. This is the case of im-
mune cells, such as B and T lymphocytes,
whose viability and regulation during a
immune response heavily relies on the acti-
vity of ion channels. In this article, we pro-
vide a general overview of the importance
of ion channels for the immune response,
the experimental techniques used to study
them, the cellular processes involved and
how they become altered in pathological
scenarios such as the nutritionally acqui-
red immunodeficiency syndrome.

Resumen

Los canales i6nicos son proteinas de mem-
brana ubicuas, clave para una gran varie-
dad de procesos fisiolégicos que involucran
células excitables y no excitables. Mientas
que el papel de los canales i6nicos en las
propiedades funcionales de las células ex-
citables ha sido conocido por décadas, el
estudio de su participacion en la actividad
de células no excitables ha sido hasta cier-
to punto relegado. Este es el caso de las
células inmunes, como los linfocitos B y
T, cuya viabilidad y regulacion durante la
respuesta inmune depende en gran medi-
da en la actividad de los canales i6nicos.
En este articulo describimos de manera
general la importancia de los canales i6ni-
cos para la respuesta inmune, las técnicas
experimentales utilizadas para su estudio,
los procesos celulares involucrados, y como
se ven alterados en escenarios patologicos
como la inmunodeficiencia adquirida por
desnutricién.

Palabras clave: canales ionicos, linfo-
citos, respuesta inmune, desnutricion

Keywords: ion channels, lymphocytes,
immune response, malnutrition

Introduccion

Los canales ionicos han sido ampliamente
estudiados en una gran diversidad de tipos
celulares. Su estudio inici6 de manera na-
tural al tratar de dilucidar las propiedades
eléctricas de las células excitables, o sea,
aquellas capaces de generar actividad eléc-
trica en forma de potenciales de accion. Ac-
tualmente se tienen bien identificados los
canales i6nicos que participan en la genera-
ci6n de potenciales de accién en células como
las de los musculos esquelético, cardiaco y
liso; asimismo, de las células nerviosas y de
las glandulas liberadoras de hormonas, por
citar algunos ejemplos. Producto de estos
estudios quedé claro que los potenciales de
accion de las células excitables son producto
de la apertura de canales i6nicos localizados
en la membrana celular con caracteristicas
dnicas como, permanecer cerrados y abrirse
s6lo ante cambios de voltaje favorables en la
membrana celular generando asi corrientes
i6nicas que disparan los potenciales de ac-
cion. A este tipo de canales se les denominé
voltaje dependientes. Ademas, se encontré
que poseen una gran selectividad iénica, que
en otras palabras, significa que los canales
permiten el paso de sélo una especie i6ni-
ca, excluyendo a las demas. Por ejemplo, los
canales de sodio (Na*) y de potasio (K*) sélo
permiten el paso a través de ellos de los iones
Na* y K* respectivamente (Hille, 2001).

Otro producto importante de estos estudios
fue el hallazgo de los canales i6nicos que no
se abren por voltaje, sino por ligando; esto es,
los canales cuya apertura es promovida por la
unién selectiva de una molécula o ion, por lo
cual se les conoce como canales dependientes
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de ligando. Ahora sabemos que el papel de los
canales i6nicos dependientes de ligando en
las células excitables es la de modular la ac-
tividad eléctrica de las células. La presencia
de este tipo de canales ampli¢ el estudio de
los canales i6nicos a otros tipos celulares, ya
no solo las células excitables, pensando que
los canales i6nicos dependientes de ligando
podrian disparar y modular la respuesta ce-
lular en las células no excitables. Estudiando
una gran diversidad celular se concluyé que
los canales i6nicos de la membrana celular
son ubicuos y desempefian un papel impor-
tante en la funcién y/o en el mantenimiento
de su viabilidad celular (Hille, 2001).

Con estos antecedentes inicié el estudio de
los canales i6nicos en las células no excitables
como las del sistema inmune, y en particular,
en los linfocitos Ty linfocitos B, que tienen
un rol clave en la respuesta inmune. Los lin-
focitos han sido ampliamente estudiados por
diferentes disciplinas como la inmunologia,
bioquimica, biologia molecular, etc., lo que ha
permitido obtener un conocimiento importan-
te del sistema inmune, destacando la descrip-
cién detallada de su activacion por la presen-
cia del antigeno y las cascadas moleculares
que se disparan para iniciar y modular la res-
puesta inmune (Abbas et al., 2021). El estudio
biofisico de los canales iénicos de los linfocitos
T y B llegé tarde con respecto al resto de las
disciplinas que tradicionalmente estudian
la inmunologia, y tal vez por esta razén no
se le ha dado la importancia debida al papel
que juegan los canales i6nicos en la respuesta
inmune (Lewis and Cahalan, 1995). En este
articulo se pretende mostrar la importancia
de los canales i6nicos en la respuesta inmu-
ne, describiendo en particular su accién en los
linfocitos T. Resultados equivalentes han sido
reportados para el caso de los linfocitos B.

Técnicas electrofisiologicas
para el estudio de los canales ionicos.

Antes de iniciar la descripcion de los cana-
les i6nicos en los linfocitos T y su papel en la
respuesta inmune, conviene describir bre-
vemente una de las técnicas electrofisiol6-
gicas ampliamente utilizada para el estudio
del comportamiento de los canales i6nicos.
Denominada Fjjacion del Voltaje, la técnica
consiste en mantener el potencial de mem-
brana en valores seleccionados por el usua-
rio y por el tiempo que desee (Hille, 2001).
Existen dos variedades de la técnica de fi-
jacion de voltaje, denominadas de célula
completa y de registro de canal unitario. En
la variedad de fijacion del voltaje de célula
completa (Fig. 1) se cambia el voltaje de la
membrana celular para inducir la apertura
de los canales i6nicos de la membrana celu-
lar. Como resultado, se obtienen corrientes
macroscopicas en el rango de varios cientos
de picoamperes a nanoamperes (Fig 1).
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Linfocito T

Fig. 1. Técnica de Fijacion del Voltaje en su
variedad de Célula Completa. Con la pipeta de
registro se rompe la membrana celular, dializando
el interior celular con la solucion electrolitica que
contiene la pipeta. La ruptura de la membrana
permite ademds tener acceso eléctrico de tal
manera que es posible polarizar la membrana a
un voltaje, Vh, al cual se encuentran cerrados los
canales. Posteriormente, se cambia el voltaje de la
membrana (Vm) al aplicar pulsos rectangulares
de voltaje (Ve) a través de un amplificador; que
simultdneamente mide la corriente ionica total
(Im) producida por la apertura de los canales al
cambiar el voltaje de la membrana.
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Un ejemplo de la variedad de registro de
canal unitario se muestra en la Fig. 2.
En esta configuracion, la pipeta de regis-
tro se coloca en la superficie de la mem-
brana celular atrapando un canal iénico.
En este caso no se rompe la membrana
celular y es posible medir la corriente
i6nica de un solo canal iénico (corriente
unitaria), cuya magnitud depende del
tipo de canal y fluctiia entre cientos de
femtoamperes hasta varios picoamperes
(Hille, 2001) .

amplificador

Im (pA)
Vm = Ve+Vh
J

Linfocito T

Fig. 2. Técnica de Fijacion del Voltaje en su
variedad de Registro de Canal Unitario.
La pipeta de registro se coloca sobre la
superficie del linfocito T atrapando un
canal idnico. A través del amplificador se
fija un potencial de mantenimiento (Vh)
y se cambia el potencial de membrana
(Vm) aplicando un escalon de voltaje
(Ve) que promueva la apertura del canal.
Simultdneamente, el amplificador mide la
corriente (Im) de un sélo canal iénico.

Las técnicas anteriores han sido funda-
mentales para el estudio de los canales i6-
nicos en los linfocitos T. A manera de ejem-
plo, en la Fig. 3 se muestran registros de
corrientes de K* obtenidas en el Laborato-
rio de Biofisica e Ingenieria de Tejidos de
la Universidad Auténoma Metropolitana,
Unidad Iztapalapa. En la Fig. 3a se mues-

tra una familia de trazos de la corriente
de K* obtenidas de linfocitos T de sangre
periférica de rata Wistar. Para inducir las
corrientes se aplicaron pulsos de fijacion
del voltaje (Vc) de diferente magnitud a
partir de un potencial de mantenimien-
to (Vh) al cual estan cerrados los canales.
Cada trazo de corriente de K* superpuesta
corresponde a la inducida por un pulso rec-
tangular de voltaje (como se expuso en la
Fig. 1) como resultado de la apertura de los
canales de K*. Al incrementar la amplitud
de los pulsos de voltaje, la corriente de K*
aumenta, como se observa en la Fig. 3b, en
donde se muestra el valor maximo de cada
trazo corriente de K* en funcién del poten-
cial de membrana que indujo dicha corrien-
te. Podemos observar que el incremento de
la corriente de K* con respecto al cambio en
el potencial de membrana no es lineal.
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Fig 3. a) Familia de trazos de la corriente
macroscopica de K* (IK*) obtenida con la técnica
de Fijacion del Voltaje en su variedad de célula
completa. b) Grdfica IK* vs Vm. Se observa que
la magnitud de la IK* no es lineal con respecto
a Vm. ¢) Curva gK vs Vm. Se muestran los
valores promedio con su desviacion estandar
(n=5). El trazo discontinuo corresponde al
ajuste de la funcion de Boltzmann a los datos
experimentales. d) Reconstruccion teérica de
las corrientes de K+ a partir del andlisis de
los datos mostrados en a), b) y ¢). Los registros
en a) se obtuvieron de un linfocito T de sangre
periférica de rata Wistar.

100 50 =%
Vim (miv}



Papel de los canales i6nicos de la membrana celular en la respuesta inmune

43

En la Fig 3c se muestra la curva de con-
ductancia al K* (gK*) con respecto al
potencial de membrana (gK* vs V_). La
conductancia se obtiene a partir de los
datos de la curva corriente de K* vs V_
(Fig. 3b). Con los datos de las Figs. 3a-c
es posible obtener un modelo tedrico de
la apertura de los canales de K* que re-
produce el curso temporal de la corrien-
te de K* y la corriente maxima que se
obtiene para cada pulso de voltaje (Fig.
3d), esto es:

TK*=gK* (V_t) - (V. -V,)

En la ecuaciéon anterior, la conductan-
cia al K* (gK*) es funcion del voltaje de
membrana V_ y del tiempo ¢ y V& indica
el potencial de equilibrio del K*. La me-
todologia para obtener gK*(V ,t) a partir
de los datos experimentales es estandar
y se realiza de rutina por los biofisicos
experimentales que estudian a una de-
terminada poblacién de canales i6nicos
(Hille, 2001).

La metodologia de fijaciéon del voltaje
para la obtencion de la corriente ionica
que ha sido descrita brevemente, que nos
lleva a la construccion de graficas como
las mostradas en la Fig. 3 y la generacion
de modelos cuantitativos a partir de los
datos experimentales, ha sido empleada
también para el estudio de las diversas
poblaciones de canales i6nicos presentes

en los linfocitos T, ademas de los canales
de K*.

Canales ionicos en los linfocitos T
no activados (virgenes).

Los linfocitos T virgenes son aquellos
que no han sido activados por la pre-
sentacion de algin antigeno (Zweifach
and Lewis, 1993). Estos presentan va-
rios tipos de canales i6nicos en la mem-

brana celular entre los que destacan los
canales de K* denominados K, , como
se ilustra en el esquema de la Fig. 4.
Asimismo, en menor proporcién, la
membrana celular presenta otra pobla-
cion de canales de K* denominada resis-
tente a Charibdotoxina (ChTX) ya que,
a diferencia de los canales KV1.3, no
son bloqueados por el farmaco ChTX.
Los canales KV1.3 y ChTX-resistentes
se encuentran abiertos permitiendo el
paso de K* a través de ellos, lo que origi-
na un voltaje de membrana negativo de-
nominado potencial de reposo (V) cuyo
valor promedio es de -60 mV (Lewis and
Cahalan, 1995).

Los linfocitos T presentan ademas cana-
les de K+ activados por calcio (Ca**), que
comunmente se designan como K(Ca**).
Como se muestra en la Fig. 4, los canales
de K(Ca**) se encuentran normalmente
cerrados impidiendo el paso de K*. Es-
tos canales se abren por ligando al unir
iones Ca** del lado citoplasmatico del ca-
nal. Ya que la concentracion de Ca** in-
tracelular [Ca,*] es muy baja, alrededor
de 107 Molar, la probabilidad de union
del Ca** al canal para su apertura es
muy baja y como consecuencia el canal
permanece cerrado. Otro canal presente
en la membrana celular del linfocito T
es el canal de Ca** denominado CRAC,
que también permanece cerrado impi-
diendo el paso de Ca** a través de €l. La
apertura del canal CRAC es dependien-
te de dos factores: el V_ y un ligando.
En cuanto al V_, el canal se encuentra
cerrado al potencial de membrana de re-
poso de -60 mV, valor comun en un lin-
focito T que no ha sido activado por la
presencia de algin antigeno, y se abre
cuando el linfocito T se hiperpolariza. El
ligando, denominado STIM1, es una mo-
lécula mensajera que se produce cuando
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los depdsitos intracelulares de [Ca**]i se
agotan (Zweifach and Lewis, 1993).

Ve = -60 mV

Fig 4. El esquema ilustra los canales iénicos
localizados en la membrana celular en un
linfocito T no activado. Contiene tres tipos de
canales de K* KV, , resistentes al bloqueador
de canales de K* Charibdotoxina vy el canal
de K(Ca**). Ademds, presenta el canal de

Ca** CRAC activado por voltaje y ligando.

Eventos intracelulares durante

la fase inicial de la activacion

del linfocito T

Un linfocito T virgen inicia una cascada
de eventos intracelulares cuando une de
manera especifica su antigeno como se
ilustra en la Fig. 5. Los linfocitos T exhi-
ben en su superficie un receptor especi-
fico (RTC) para su antigeno (Ag), que es
presentado por otras células del sistema
inmune denominadas células presenta-
doras de antigeno. Los antigenos son tro-
zos moleculares de agentes infecciosos.
;Como es que estos trozos moleculares o
antigenos son presentados a los linfocitos
T? Los eventos son los siguientes: cuando
un agente infeccioso ingresa al organis-
mo, células del sistema inmune inespe-
cifico, como los macréfagos, fagocitan al
agente invasor, destruyendo al microrga-
nismo en su interior. Trozos moleculares
del agente patogeno (antigeno) ahora son
presentados por los macréfagos a los linfo-

citos T para iniciar su activaciéon. Una vez
que el Ag se une al RTC se activa la en-
zima fosfolipasa C- 1, que actia sobre el
sustrato 4,5 bifosfato de fosfatidilinositol
(FIB) para descomponerlo en DG e IP3.
Por otro lado, los linfocitos T tienen un re-
ticulo endoplasmico (RE) que actiia como
un almacén intracelular de Ca** debido a
las bombas de Ca** en su membrana que
permiten la entrada y acumulacion del
Ca** en su interior. El IP3 que se formé
por la unién del Ag al RTC, actia sobre el
RE abriendo los canales de Ca** presentes
en su membrana. Como resultado, el Ca**
saliente del RE hacia el citoplasma incre-
menta la concentracién de Ca** intracelu-
lar [Ca**.]. Se sabe que este incremento
inicial del Ca,** es crucial para el inicio de
la activacion del linfocito T; sin embargo,
la activacion requiere de un incremento
sostenido del Cai**, lo que hace a los dep6-
sitos intracelulares de Ca** insuficientes
al agotarse rapidamente (Fomina et al.,
2000; Zweifach and Lewis, 1993).

Ag
RTC FL C-71
FIB
RE be IP3 Icrac C“
(_/ a
G 7
&
ca’
Vm=-60mvy

Fig. 5. El esquema muestra a un linfocito T que
une de manera especifica el antigeno Ag a su
receptor antigénico RTC, la union activa la enzima
fosfolipasa FLC- 1 que produce diacilglicerol (DG)
y trifosfato inositol (IP3) a partir del bifosfato de
fosfatidilinositol (FIB). El IP3 actiia como un
mensajero intracelular que induce la apertura de
los canales de Ca** localizados en la membrana
del reticulo endopldsmico (RE). El resultado final
es la salida de Ca** del RE hacia el citoplasma,
incrementando asi la [Cai*].
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El incremento sostenido del Ca,** indispen-
sable para la activacién del linfocito T es
debido a la entrada de Ca** extracelular
por la apertura de los canales CRAC de
Ca**. El mecanismo para la apertura de los
canales CRAC es el siguiente (Fig. 6): El
incremento inicial de la [Ca**], que como
ya se comenté, proviene del reticulo endo-
plasmico (RE), abre el canal de K(Ca**) que
produce un potencial de membrana mas
negativo que el potencial de reposo Vr, ad-
quiriendo un valor de -80 mV. Esta hiper-
polarizacion es indispensable para la aper-
tura del canal CRAC pero insuficiente. La
apertura del canal CRAC se da finalmente
por la accién concertada de la hiperpolari-
zacion y el mensajero intracelular STIM1
que se produjo al agotarse el RE de Ca*.
El linfocito T se activa apropiadamente al
mantener elevada la [Ca,**] de manera sos-
tenida, producto de la entrada de Ca** via
los canales de Ca** CRAC abiertos, produ-
ciendo la corriente de Ca** ICRAC (Fomi-
na et al., 2000; Zweifach and Lewis, 1993).

Vin=-80 mV

Fig. 6. El incremento de la [Ca;**] por la accicn
del IP3 (Fig.5) favorece la union del Cai* al
canal de K (Ca*) permitiendo el paso de K*

que ocasiona una hiperpolarizacioén tornando
el potencial de membrana Vm mds negativo
(Vm=-80 mV). La hiperpolarizacién abre los
canales de Ca* CRAC generando la corriente
de Ca** entrante ICRAC que incrementa de
manera sostenida la [Ca ]

Como podemos observar, los canales i6-
nicos son fundamentales en la activa-
ciéon de los linfocitos T, etapa inicial de
la respuesta inmune ante la presencia
de antigenos. La alteracion de los meca-
nismos descritos puede redundar en una
activacion pobre o nula de los linfocitos T.
Como un ejemplo importante de falla en
el proceso de activacion de los linfocitos T
se encuentra la inmunodeficiencia adqui-
rida por la desnutriciéon grave.

Inmunodeficiencia Adquirida

por la Desnutricion Grave

y los Canales ionicos

Desde antes de la medicina moderna se
sabia que las hambrunas en las poblacio-
nes humanas las hacian mas susceptible
a padecer infecciones mortales (Beatty y
Dowdle, 1978; Blair et al., 2002). Actual-
mente, diversas disciplinas cientificas han
puesto de manifiesto una diversidad de
factores que alteran e inhiben la respues-
ta inmune durante la desnutricion grave
(Chandra, 1999); sin embargo, uno que no
se habia planteado, es si la desnutricion
grave podria afectar a los canales i6nicos,
que como se describid, son fundamentales
para la activacion del linfocito T. Es na-
tural proponer que la desnutricion grave
los afecte ya que la pobre ingesta de pro-
teinas y calorias afectaria la produccion
de las proteinas que fungen como canales
i6nicos en los linfocitos T. En particular,
como se comento, los canales de K* son
claves para hiperpolarizar la membrana
celular y hacer posible la apertura de los
canales de Ca** CRAC para el incremento
sostenido de Ca** que sucede durante la
activacion. Una poblaciéon de canales de
K* disminuida reduciria la conductancia
al K*, imposibilitando la hiperpolariza-
cion y la activacion del linfocito T. Este se-
ria otro factor mas que se sumaria a los ya
descritos en la desnutricién grave. En la
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Fig. 7 se muestran los trazos de corriente
de K* de un linfocito T obtenido de ratas
Wistar con desnutricion grave. En ella po-
demos observar que las corrientes de K*
estdn muy disminuidas al compararlas
con el caso control mostrado en la Fig 3a.

100
Im (pA) :|

0 [ —
0 500
1 (ms)

Fig 7. Corriente de K* en un linfocito T de
sangre periférica de una rata con desnutricion

grave. Note la gran disminucion de la
corriente de K*, la cual es apenas perceptible.

Con este resultado, se muestra que otro
factor importante en la respuesta inmune
deficiente durante la desnutricién grave,
es la disminucién en la conductancia al K,
que imposibilitaria la hiperpolarizacion
necesaria para la activacion de los canales
CRAC que mantienen elevada la [Ca,**] in-
dispensable para la activaciéon del linfocito
T. El resultado es la incapacidad de res-
puesta del sistema inmune especifico ante
agentes infecciosos, aumentando la proba-
bilidad de muerte por infeccion.

Conclusion

Los canales i6nicos son fundamentales
para la activacion de los linfocitos T (Ca-
halan y Chandy, 2009). La activacion de
los linfocitos T es la etapa de arranque de
la respuesta del sistema inmune a la pre-
sencia de antigenos, los cuales son compo-
nentes moleculares de agentes patogenos
de tipo infeccioso. Esta etapa es critica
para una respuesta inmune adecuada, la
cual culmina con la destruccion de agen-
tes infecciosos. Como se comento, en esta
etapa los canales i6nicos juegan un rol im-

portante y la alteracién de su funcién pue-
de afectar la activacion linfocitaria impi-
diendo o limitando la respuesta inmune.
Existen en la actualidad una diversidad
de agentes farmacolégicos conocidos como
inmunomoduladores que se emplean en
la clinica para incrementar la respuesta
inmune y para disminuir la respuesta in-
mune como en le caso de las enfermedades
autoinmunes. Por otro lado, la biofisica de
canales iénicos ha mostrado como el com-
portamiento de diferentes poblaciones de
canales i6nicos puede cambiar por la ac-
cion de diferentes agentes farmacolégicos.
Estos hallazgos tienen el potencial de ser
empleados en la clinica para modular la
actividad de los canales idnicos y a su vez,
la respuesta inmune. En otras palabras,
el conocimiento de los canales i6nicos en
la respuesta inmune abre la posibilidad
de emplear otra bateria de farmacos que
afecten a los canales i6nicos de tal mane-
ra que harian posible modularla, aumen-
tando su accion en el caso de infecciones
graves o tratamiento del cancer (Ginefra
et al., 2021) y limitando su accién en el
caso de las enfermedades autoinmunes.
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