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O que ¢ um canal 10nico?

-E um “caminho” hidrofilico para os ions através da membrana
-Pode ser entendido como um condutor elétrico
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Canais 10n1cos

Sao proteinas integrais de membrana, que
permelam ions através da membrana celular

Modelo cléssico de canal i6nico sensivel a voltagem (Hille, 1992)
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Um modelo moderno de canal de
sodio voltage-dependente
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E. Neher B. Sakmann
1991 Nobel Prize in Medicine

For the development ofthe Patch clamp

Small patch of membrane is sealedto the tip of a micropipette

The high resistance seal (called a gigaohm seal)ensures that currents flow through the amplifier rather than escaping
through the rim of the patch
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patch-clamp
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A CURRENT CLAMP B VOLTAGE CLAMP

Current- M\embrane ; : b
3
Rm Cn (D R Cres
clamp ¢ TETT 7

voltage-
] : i
clamp

Inject a square pulse of 1. Impose a square pulse of V.

Stimulus 1 Stimulus V

] | 12

Observe the response of V.. Observe the response of I,

Response V,, Response I,

Here, change
in I, is due
entirely to I.

The time constant
of the voltage
change is R x C.

Figure 6-12 Voltage and current responses caused by the presence of a membrane capacitance. (See Note:
Two-Electrode Voltage Clamping)



Single-channel recording
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Correntes de sodio unitdrias
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Correntes macroscépicas = whole-cell

-10 mV

5 ms

-70 mV ]

Glaoss pipette

lon channel

Corrente de sédio macroscocpica



T1pos de canais 10n1cos

Sensivels a voltagem

 Canais de sodio, potassio e calcio das células excitaveis

Sensivels a ligantes

» Receptores de neurotansmissores (glutamato, GABA,
acetilcolina, etc...)

* Sensores quimicos (pH, oxigénio, etc...)
 Outros (canais ativados por cGMP dos fotoreceptores)

— mistos (canais de potassio ativados por calcio)

Sensiveils a estimulos fisicos

e (Canais sensiveis a tensao da coclea

e (Canais sensiveis a calor e frio

Canais de vazamento

 Canais de sodio, cloreto e de potdssio presentes nas
membranas celulares em geral



Funcgdes fisiologicas dos canais
10Nn1COS
* Sensiveis a voltagem

« Sddio: geragdo do potencial de agdo (PA _, aumento da
excitabilidade cellular

 Potassio: repolarizacao do PA; controle do disparo dos Pas,
controle da excitabilidade cellular.

» Calcio: secrecao de neurotransmissores € hormonios; contracao
muscular, sinalizacao intracellular

 Cationicos: controle da excitabilidade cellular (canais tipo
HCN)

* Sensiveils a ligantes

« Catidnicos; neurotransmissao excitatoria; sinaliz¢cao de dor e
dano celular; (canais TRPV) transducao de sinal nos
fotoreceptores; controle da excitabilidade cellular (canais de K
sensiveis a ATP).

* AnioOnicos: neurotransmissao inibitoria.



Funcgodes fisiologicas dos canais
10Nn1COS

* Sensiveis a estimulos fisicos
* Deteccao de estiramento celular.
» Deteccao de calor/frio (canais TRPV).
» Controle do volume cellular (canais de cloreto

» Transducao do sinal actstico na coclea.

* (Canais de vazamento
» Controle do potencial de repouso da membrana.
» Controle da excitabilidade celular.
* Controle do volume cellular (canais de cloreto).

» Secrecao e absorcao de ions.



Diversidade de canais 10nicos
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Diversidade dos canais de sodio
dependentes de voltagem (Na,)

Table 1. Mammalian sodium channel « subunits

Gene Chromosomal

Type symbol location Primary tissues

Na,1.1 SCNT1A Mouse 2 Human CNS neurons
2924

MNa,1.2 SCN2A Mouse 2 Human CNS neurons
2q23-24

MNay1.3 SCN3A Mouse 2 Human CNS neurons
2q24

MNa,1.4 SCN4A Mowuse 11 Human SkM
17923-25

Na,1.5 SCN5A Mouse 9 Human Uninnervated SkM,
3p21 heart

May 1.6 SCNSA Mouse 15 Human CNS neurons
12g13

MNa,1.7 SCN9A Mouse 2 Human PNS neurons
2924

Na,1.8 5SCNT0A Mouse 9 Human DRG neurons
3p22-24

Na,1.9 S5CNT1A Mouse 9 Human DRG neurons

3p21-24

NaVl.l

NaVl1.2

— NaVl.3
IPJa\/l.4

INaVl.S

NaV1.8

NaV1l.6

NaV1.7

NaV1.9
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Specific
Antagonists*

Cellular
Functions

Skeletal muscle; transverse Dihydropyridines; Excitation-

tubules
benzothiazepines

Cardiac myocytes; smooth Dihydropyridines;

phenylalkylamines; contraction

coupling;
excitation-
transcription
coupling
Excitation-

muscle myocytes; endocrine phenylalkylamines; contraction

cells; neuronal cell bodies; benzothiazepines
proximal dendrites

Endocrine cells; neuronal
cell bodies and dendrites;
cardiac atrial myocytes and benzothiazepines
pacemaker cells; cochlear

hair cells

Retinal rod and bipolar cells Dihydropyridines
(low affinity)

Nerve terminals and w-Agatoxin [IVA

dendrites; neuroendocrine

cells

Nerve terminals and ®-Conotoxin-

dendrites; neuroendocrine  GVIA

cells

Neuronal cell bodies and ~ SNX-482

dendrites

Neuronal cell bodies and ~ None
dendrites; cardiac and
smooth muscle myocytes

Neuronal cell bodies and ~ None
dendrites; cardiac and
smooth muscle myocytes

Neuronal cell bodies and ~ None
dendrites

coupling; hormone
release; regulation
of transcription;
synaptic
integration

Dihydropyridines; Hormone release;
phenylalkylamines; regulation of

transcription;
synaptic
regulation; cardiac
pacemaking;
hearing;
neurotransmitter
release from
sensory cells
Neurotransmitter
release from
photoreceptors
Neurotransmitter
release; dendritic
Ca?" transients;
hormone release
Neurotransmitter
release; dendritic
Ca?" transients;
hormone release
Repetitive firing;
dendritic Ca*"
transients
Pacemaking;
repetitive firing

Pacemaking;
repetitive firing

Pacemaking;
repetitive firing

Diversidade dos canais de
calcio dependentes de
voltagem (Ca,)

l ] ]
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Matching percentage using CLUSTAL
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Kv12.1 (KCNH8)
Kv12.2 (KCNH3)
Kv11.3 (KCNH7)
Kv11.1 (KCNH2)
Kv11.2 (KCNH8)
Kv10.1 (KCNH1)
Kv10.2 (KCNHS5)
Kv7.3 (KCNQ3)
Kv7.5 (KCNQ5)
Kv7.4 (KCNQ4)
Kv7.1 (KCNQ1)
Kv7.2 (KCNQ2)
Kv9.3 (KCNS3)
Kv9.1 (KCNS1)
Kv9.2 (KCNS2)
Kv8.1 (KCNV1)
Kv6.1 (KCNG1)
Kv6.4 (KCNG4)
Kv5.1 (KCNF1)
Kv8.2 (KCNV2)
Kv6.3 (KCNV3)
Kv4.1 (KCND1)
Kv4.2 (KCND2)
Kv4.3 (KCND3)
Kv2.1 (KCNB1)
Kv2.2 (KCNB2)
Kv3.2 (KCNC2)
Kv3.1 (KCNC1)
Kv3.4 (KCNC4)
Kv3.3 (KCNC3)
Kv1.6 (KCNAS)

—————Kv1.1 (KCNA1)

Kv1.3 (KCNA3)
Kv1.2 (KCNA2)
Kv1.7 (KCNA7)
Kv1.4 (KCNA4)
Kv1.8 (KCNA10)
Kv1.5 (KCNAS)

Diversidade de canais de potassio sensiveis a voltagem (K,)

elk1
elk2

erg3
ergl
erg2
eag1
eag2
KVLQT
KQrz
Modifiers

Modifiers

Modifiers

Modifiers

Shal-related family

Shab-related family

Shaw-related family

Shaker-related family



Caracterizacao dos canais 10nicos

* Biofisica
* voltage-clamp (patch-clamp)
— dependéncia de voltagem
— condutancia
— cinetica (ativacao, desativacao, inativagao)
— seletividade

» Isolamento das diferentes correntes
— farmacologia
 uso de bloqueadores especificos para as diferentes condutancias
— biofisica
* 1nativacdo de canais i0nicos especificos
« Retificacao

 Reversao das correntes



Dependéncia de voltagem — canais para sodio
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Canais sem dependéncia de voltagem (de
vazamento de potassio K,p)
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Canais sem dependéncia de voltagem (de
vazamento de potassio K,p)
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Caracterizacao biofisica de canais 10nicos
dependentes de voltagem

ativacao/inativacao/desativacao

corrente de sédio dependente de voltagem corrente de potassio dependente de voltagem

-10mV 40 mV

5 ms J 500 ms L
70 mV. — — -70 mV
j Krdes;; agﬁo \
\ inativacdo

ativacao inativagao ativacao

R \
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Caracterizacao biofisica de canais 10nicos

dependentes de voltagem
registros de canais unitarios

canais unitarios de sodio de B
musculo esquelético registrados S _8omv
em cell-atached

Probabilidade de abertura (P,)) --—--- T T
. e T [WWW--
modelo cinético -
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Caracterizacao biofisica de canais 10nicos ativados
por ligantes

| GABA |
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whole cell A outside-out
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C ——

GABA, 50 uM

A = agonista

C = fechado

O = aberto

D = dessensibilizado



Seletividade 10nica

O filto de seletividade pode funcionar como um funil
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Seletividade 10nica

A seletividade ndo € necessariamente por efeito funil
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Interacao do ion potdssio com a parede do canal.

Filtro de seletividade

—_— — - o

lon channel

lon filter

Cell membrane Cell membrane

Gate

Ilustration: Typoform

selectivity filter lined by
carbonyl oxygens

P

potassium ion

Figure 1219 Essential Cell Biology, 2/e. (© 2004 Garland Science)



Seletividade e permeabilidades 16nicas

Na auséncia de célcio, bario e estroncio permeiam melhor o canal de célcio

-3mV ~3mV +4mV

Bl L | T J L
-75mV -75mV -75mV
Cat+
100 ms
25 mM [Ca], 25 mm [St], 25 mM [Ba],
Sr'e

O A

Ba’ Voltage
Sensing

Fcoz.




Caracterizacao farmacologica

Antagonistas
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Conductance
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Bloqueio de canal aberto (dependente de uso)
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Bloqueio de canais de sodio dependentes de
potencial pela tetrodotoxina (TTX)

20 mv

-70 mV

=120 mVy I (nA)
Control

|. h|||I||'IIII|':I- -'; (B)
1ie TTX

1 ms 300 nv TTX




Bloqueio dos canais de potassio dependentes
de potencial pelo tetractilamonio (TEA)
externo € 4-Aminopiridina (4-AP)
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r_\\_‘w Nj
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As omega-conotoxinas, presentes no veneno dos moluscos do
genero Conus, inibem varios canais de calcio voltagem-

dependentes
©ln-Depth Images Kwajalein
M wCGVIA Conus geographus
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34

- I —
u Al mV

(h 2 4 il B min 10 N
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Ziconotide (SNX-111), ¢ a forma
sintética da omega conotoxina
MVIIA que ¢ usada clinicamente
para tratamento de dor cronica
resistente a morfina

Cys-Lys-Gly-Lys-Gly-Ala-Lys-Cys-Ser- Arg-Leu-Met-Tyr- Asp-Cys-Cys -Thr-Gly-Ser-Cys-Arg-Ser-Gly-Lys-Cys-NH,

Current Medicinal Chemistry, 2004, 11, 3029-3040 3029

Ziconotide: Neuronal Calcium Channel Blocker for Treating Severe Chronic
Pain

G.P. Miljanich®

Elan Pharmaceuticals, Inc., 7475 Lusk Boulevard, San Diego, CA, 92121, USA ‘

3 U
7~ zgagﬁ =
CALINILS )

| 500 meg /20 ik >_‘ o
‘\ fZSmCQ’mL ‘/W /,,K:(g@ ’
// ot K=

Z1C ()\o TIDE - - -

INTRATHECAL INFUSION

Hmpmmw'o" '*";‘:‘;,‘h".:" ’ Il.oo:é;-)’
R R P




As toxinas alfa de escorpidao inibem
a mativacao dos canais de sodio
voltage-dependentes

Modification of Na Channel Gating
by an a Scorpion Toxin
from Tityus serrulatus

G. E. Kirsch, A. SkattespL, L. D. Possany, and A. M. BROWN

A Control B Toxin




Caracteriza¢ao bioquimica

*Purificacio e identificao das subunidades
*Reconstrucao das subunidades em membranas lipidicas

artificiais
registro eletrofisioldgico

*Sequenciamento do DNA
sdeterminacao da sequéncia de aminoacidos
«determinac¢ao do perfil hidropatico e das possiveis  estruturas
transmembrana
*1dentificacao de sitios de fosforilacao, sialisacao
*Expressao do DNA em sistemas heterdlogos
*00citos de Xenopus (injegao de mRNA)
c¢lulas de mamiferos (expressao de plasmideos)

sregistro eletrofisiologico
*Mutagénese sitio-dirigida



Estrutura do Na,,

Na, channel
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Estrutura dos canais 10nicos

Canais de sodio e calcio dependentes de voltagem
possuem 4 dominios com 6 segmentos
transmembrana

Poro

Sensor de voltagem

[11 IV

Nature Reviews | Neuroscience



Outros canais 10n1cos
posueem 1 dominio com 6
ou menos segmentos
transmembrana, € formam
tetrameros ou dimeros

Canais sem
dependéncia de
potencial




Determinac¢ao da estrutura da proteina

Cristalografia e determinacao da estrutura por difragdo de raios-X
*KcsA e mThK- canais de potassio bacterianos
*MscL - canal mecanossenssitivo bacteriano
*NaVb- canal de sodio bacteriano
*Kv1.2 — canal de potassio sensivel a voltage de mamiferos
*GIRK — canal de potassio ativado por proteinas G
*Microscopia eletronica
sreceptor nicotinico de acetilcolina
*Canal de s6dio dependente de voltagem
*HCNI — canal de cations ativado por hiperpolarizagao.



_Reconstrucao do receptor nicotinico de acetilcolina
- por microscopia eletronica

Neurotransmitter
binding pocket

Extracellular

Intracellular

Synaptic cleft

&

Cytoplasm



O receptor colinérgico ¢ um pentamero homo ou heteromérico

a ¢ Homomeric Heteromeric
Na', K*, Ca?*

§

AV
ACh -‘ (

ACh

Extracellular
QOO ..ouooooa

Nature Reviews | Neuroscience



Estrutura do KcsA

ions K*

hélice do poro

archaebacterial voltage-
activated K* (Kv) channel



Nature Reviews | Neuroscience






Canalopatias

Patologias relacionadas a mutagodes
em canais 10n1cos



A FIBROSE CISTICA E UMA CANALOPATIA

Features of cystic fibrosis

Chronic sinusitis { i

Nasal polyps

Repeated lower
respiratory tract
infection

Abnormal sweat

secretions
(high sodium
and chloride)

NS Pancreatic
W insufficiency

Bronchiectasis

Liver disease

Portal bl
hypertention AUetes
Gallstones
Finger
. clubbing
Distal intestinal
obstruction syndrome
Osteoporosis
Steatorrhoea
Male infertility

Arthropathy/arthritis



A FIBROSE CISTICA E CAUSADA POR UM DEFEITO EM UM
CANAL PARA CLORETO EPITELIAL.
Fo1 a primeira canalopatia de origem genética a ser identificada.

Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR

| dmceluar | U\
MAVMARR A
AL T U L)




A FIBROSE CISTICA E CAUSADA POR UM DEFEITO EM UM
CANAL PARA CLORETO EPITELIAL.
Fo1 a primeira canalopatia de origem genética a ser identificada.

Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR

Cystic Fibrosis

NORMAL CYSTIC FIBROSIS
: LUMEN OF i )
@ Na SWEAT DUCT u <
CFTR ENaC )
NORMAL CYSTIC FIBROSIS
AIRWAY

Normal mucus Dehydrated mucus

Kumar et &: Robbins & Cotran Pathologic Basis of Disaase, 8th Edition
Copyright © 2009 by Saunders, an imprint of Etsevier, Inc, All nghts reserved,
Dr. Kdsihna Tadepali, MD, waw.mieSps. com



Muitas canalopatias afetam o Sistema Nervoso ¢ Neuromuscular

1824 D. M. Kullmann and 5. G. Waxman 1 Physiol 588.11
Table 1. The neurological channelopathies
Gene Channel subunit Disease
CNS Sodium channels SCNTA o subunit of Nav1.1 Epilepsy, migraine
SCN1B g1 Epilepsy
SCN2A a subunit of Nav1.2 Epilepsy
Potassium channels KCNG2 Kv7.2 Epilepsy
KCNQ3 Kv7.3 Epilepsy
KCNMAT BK Epilepsy with dyskinesia
KCNAT Kv1.1 Episodic ataxia
KCNGC3 Kv3.3 Ataxia
Calcium channels CACNATH a1H subunit of Cav3.2 Epilepsy
CACNATA «1A subunit of Cav2.1 Episodic or progressive ataxia,
migraine, epilepsy
GABA, receptors GABRA1 al Epilepsy
GABRB3 £ Epilepsy
GABRG2 y2 Epilepsy
Nicotinic ACh receptors CHRNAZ ul Epilepsy
CHNRA4 ad Epilepsy
CHRNB2 p2 Epilepsy
Glycine receptors GLRAT al Hyperekplexia
GLRB i Hyperekplexia
Peripheral nerve Sodium channel SCN9A a subunit of Nav1.7 Excessive pain, insensitivity to pain
Muscle Sodium channel SCN4A o« subunit of Nav1.4 Periodic paralysis, myotonia
Potassium channels KCNJ2 Kir2.1 Periodic paralysis
KCN18 Kir2.6 Periodic paralysis
Calcium channel CACNA1S 15 subunit of CaV1.1 Periodic paralysis
Chloride channel CLCNT L Myotonia
Nicotinic ACh receptors CHRNAT1 al Congenital myasthenic syndromes
CHRNBT g1 Congenital myasthenic syndromes
CHRNG y Congenital myasthenic syndromes
CHRND § Congenital myasthenic syndromes
CHRNE £ Congenital myasthenic syndromes




Mutag¢des nos canais de sodio Na, 1.4
musculares levam a varias canalopatias

Pflugers Arch - Eur J Physiol (2010) 460:239-248

241

s PAM

Asn 129 Lys
lle 141 Vd
Arg 225 Tp
Leu 250 Pro
Vd 445 Met
Ser 804 Phe
lle 1160 Val
Gly 1306 AlaVal/Glu
Vad 1589 Met

oPMC

Leu 266 Val
Val 1293 lle
Asn 1297 Lys
Thr 1313 Met/Ala
Met 1370 Val

lle 1393 Thr
Leu 1433 Arg
Arg 1448 Cys/His/Pro/Ser
Gly 1456 Glu
Val 1458 Phe
Phe 1473 Ser
Phe 1705 lle

AHyperPP

Leu 689 lle/Val
lle 693 Thr
Thr 704 Met
Ala 1156 Thr
Met 1360 Val
lle 1490 Leu
Met 1493 lle
lle 1495 Phe
Met 1592 Vd

<4NormoPP

* CMS

Vd 1442 Glu

Arg 675 Gly/GlwTrp

| Il Il \Y
(X N Outside
Inside
C
N

v HypoPP

Arg 222 Trp
Arg 669 His
Arg 672 His/Gly/Ser
Arg 1132 Gin
Arg 1135 His

PAM = miotonia agravada pelo potassio HypoPP = paralisia periodica hipocalémica

PMC = paramiotonia congénita

CMS = syndrome miasténica congénita

HyperPP = paralisia periddica hipercalémica



Exemplo de uma mutacgao
causadora de miotonia™

*miotonia = contragdo prolongada do musculo



Mutag¢des nos canais de sodio Na, 1.1
(SCN1A) neuronais estao
relacionadas a sindromes epilépticas
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Canais de sodio dependents de potencial
Na, 1.7 (SCNYA) estao presents nas vias
nociceptivas




Auséncia dos canais de sodio dependents
de potencial Na 1.7 (SCN9A) provocam
analgesia total
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Auséncia dos canais de sodio dependents
de potencial Na 1.7 (SCN9A) provocam
analgesia total

:“ -
MEDICAL MYSTERY

LITTLE GIRL WHO FEELS NO PAIN
' HOW SHE COPES WITH RARE DISORDER

—

abe \NEWS
-4 .com




Auséncia dos canais de sodio dependents
de potencial Na 1.7 (SCN9A) provocam
analgesia total
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Eritromegalia herdada ¢ uma patologia
relacionada a mutacdes nos canais de sodio
dependents de potencial Na 1.7 (SCN9A)

The Cardinal Symptoms of Erythromelalgia
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Os canais Na, 1.7 mutantes da eritromegalia
herdada possuem ativacdo em potencial
mais hiperpolarizados € menor inativagao

Wild-type F1449V
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Os canais Na, 1.7 mutantes da eritromegalia
herdada dimimuem o limiar do potencial de
acao dos neuronios nociceptivos €
aumentam sua excitabildiade
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Movimentos de carga do sensor
de voltagem
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