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RESUMO. Os canais de s6dio sdo responsdveis pela geracdo da atividade elétrica
celular associada a funcdes especificas, tais como a contrago das células cardfacas que
promove o batimento cardfaco, ou transmissdo de sinais de controle para todo o corpo
pelas fibras nervosas. Os canais de sédio podem ser modulados por indmeros
mecanismos celulares, inclusive pela fosforilacio (ligac3o de fon fosfato), por protefna
quinases, da protefna que o constitui. A proteina quinase C, ativada pelo aumento
intracelular de diacilglicerol em resposta a estimulagio alfa-adrenérgica ou colinérgica
muscarinica, pode fosforilar o canal de sédio. Neste trabalho, estudamos os efeitos de
trés diferentes classes de ativadores da protefna quinase C (diacilglicerdis, dcidos
graxos insaturados-cis e ésteres de forbol) sobre a fungdo do canal de sédio € propomos
um mecanismo bioffsico pelo qual uma das classes de ativadores (os diacilglicerdis)
modula o canal de sédio. Utilizamos duas técnicas de "patch clamp” para registro de
corrente de sédio em células de neuroblastoma de camundongo (NI1E-115): 1)
"perforated patch clamp” para registro de correntes macroscopicas de sédio e, ii) “cell-
attached patch clamp" para registro de corrente em canais de sdédio individuais ("single
channel recording™). Os resultados obtidos revelaram que os ativadores da protena
quinase C tem multiplos efeitos sobre as correntes de sédio. Isto sugeriu a existencia de
mais de um mecanismo de modulagdo do canal de sddio pela ativagiio da protefna
quinase C. A ativa¢do da proteina quinase C por diacilglicerol diminuiu as correntes de
sédio e desviou a curva de inativacio para potenciais mais negativos. A partir de um
modelo biofisico baseado nas transiches de estado do canal, e de resultados
experimentais que confirmaram as previsdes do modelo, propusemos que 0 mecanismo
pelo qual os diacilglicerdis modulam o canal de sédio consiste do aumento no nimero
de canais que inativam-se diretamente a partir de seu estado de repouso. Este efeito dos

diacilglicerdis é um mecanismo biofisico simples e eficiente pelo qual a ativacio da

protefna quinase C pode modular a funcdo do canal de sédio e, conseqiientemente, a

excitabilidade elétrica celular.



ABSTRACT. Sodium channels are responsible for the generation of cellular electrical
activity involved in specific functions, such as cardiac cell contraction for heart
beating, or electrical signal transmission performed by nerve cells for the whole body
control. Sodium channels are modulated by many cell mechanisms, including
phosphorylation (phosphate ion bonding) of the channel protein by protein kinases.
Protein kinase C, which is activated when intracellular diacylglicerol concentration is
increased by alpha -adrenergic or cholinergic stimulation, is known to be a sodium
channel phosforylator. In this work, we have studied the effects of three different
protein kinase C activators (diacylglicerols, cis-unsaturated fatty acids and forbol
esters) on sodium channel and suggested a biophysical mechanism for modulation by
one kind of the protein kinase C activator (the diacylglicerols). We have used two patch
clamp techniques for the sodium current recording in mouse neuroblastoma cells (N1E-
115): i) perforated patch clamp for macroscopic sodium currents recording and ii) cell-
attached patch clamp for single channel recording. The results showed that protein
kinase C activators have multiple effects on sodium currents. These results suggested
that protein kinase C activation modulates the sodium channel by more than one
mechanism. Protein quinase C activation by diacylglicerol decreased the sodium current
amplitude and shifted the inactivation curve to more negative voltages. Considering a
biophysical mode! based on state transitions of the sodium channel and the experimental
results that confirmed the model predictions, we proposed that the mechanism by which
the diacylglicerols modulate sodinum channel is an increase on the number of sodium
channels directly inactivating from their resting state. This diacylglicerol effect
represents a simple and efficient biophysical mechanism by which protein kinase C
activation might modulate sodium channel function and consequently, the cel electrical

activity.
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1. INTRODUCAO

1.1. Consideraces iniciais

Canais iOnicos sdo proteinas macromoleculares associadas a membrana
celutar que podem permitir a passagem de fons através da membrana. A passagem de
fons especfficos através da membrana desenvolve atividade elétrica cuja funcdo pode
variar de um tipo celular para outro. Nas células eletricamente excitdveis que compde
as fibras musculares cardiacas ou esqueléticas, a atividade elétrica dispara a contracao
individual de cada célula que, por sua vez, promove a contracac das fibras produzindo
o batimento cardfaco ou 0 movimento de um membro, respectivamente. J4 nas células
nervosas (neurdnios), a atividade elétrica desempenha a funcéo de levar e trazer sinais

de controle para todo o organismo.

O controle da passagem dos fons através da membrana € feito pela
abertura e fechamento dos canais idnicos que, por sua vez, dependem do potencial
elétrico através da membrana. Estudos iniciais utilizando fixagdo artificial do potencial
de membrana (técnica de "voltage clamp™) conduziram 2 idéia bdsica de que a atividade
elétrica celular € gerada em funcio da dependéncia de tensdo e do tempo da
condutincia da membrana, principalmente aos fons sédic e potdssio (Hodgkin e

Huxley, 1952).

A alta condutincia da membrana principalmente ao fon potdssio mantém

o potencial negativo do lado intracelular ou seja, mantém a membrana polarizada no



chamado potencial de repouso. A despolarizagdo (natural ou artificial) da membrana
produz trés efeitos: (i) um rdpido aumento da condutincia da membrana ao fon sédio,
seguido por (i) uma diminuicdo lenta da condutincia ao sddio, conhecida como
processo de inativacio do sddio, e, (iii) um aumento lento da condutdncia ao fon
potdssio. O aumento da condutincia ao sédio ocorre devido a abertura de canais de
sédio, permitindo o fluxo passivo deste fon de fora para dentro da célula, ou seja, a
favor do seu gradiente de concentracdo. O fluxo de sédio despolariza ainda mais a
membrana e mais canais de sodio se abrem, iniciando um processo de realimentagdo
positiva bastante rdpido (% 1 ms) que culmina com a total despolarizagdo e inversdo do
potencial de membrana. Com o decorrer da despolarizacdo, o processo de inativagdo do
s6dio, dependente do tempo, fecha os canais de sodio dando inicio a repolarizacio da
membrana. A repolarizacio da membrana retorna o potencial a seu nivel de repouso em

decorréncia do aumento da condutdncia da membrana principalmente ao fon potdssio.

Este fendmeno de despolarizacio e repolarizagio rdpidas da membrana €
denominado de "potencial de acdo”. O potencial de agdo gerado em uma parte da
membrana da célula é propagado para outra parte da membrana (potencial de acio
propagado) ou até mesmo para outra célula . O potencial de a¢do, o qual € iniciado pela
abertura dos canais de sodio, € o processo pelo qual a atividade elétrica € gerada e

conduzida na membrana das células.

Com o advento da técnica de "patch clamp” (Neher e Sakmann, 1976,
1978, 1992), a qual permite medir corrente idnica fluindo através de uma pequena drea
de membrana ("patch”™), a idéia de que a condutincia da membrana seja mediada por

canais idnicos especificos ficou melhor estabelecida. Os experimentos com "patch

clamp" possibilitaram estudos quantitativos bastante precisos das caracterfsticas elétricas



dos canais iOnicos, tais como: condutincia do canal, cinética de abertura e fechamento

e dependéncia do potencial elétrico (Hille, 1992).

Embora a atividade elétrica nos diversos tipos celulares possa
desempenhar fungdes diferentes, ela compartilha as mesmas bases i0nicas para sua
geracdo e condugdo. Vale a pena mencionar que, diferentemente dos canais de potdssio
e cdlcio, os canais de sodio apresentam uma similaridade funcional e molecular bastante
grande nos diversos tipos celulares (Hille, 1992; Hank e Sheets, 1992; Ruben et al.,
1992: Cota e Armstrong, 1989; Armstrong e Cota, 1990). Dadas as caracteristicas
homogéneas dos canais de sédio em vdrios tipos celulares e sua fung¢do de iniciar o
processo de excitagdo celular, costuma-se genericamente dizer que os canais de sodio
constituem a espinha dorsal da excitabilidade celular. Neste sentido, a modulagdo dos
processos de abertura e fechamento dos canais de sédio pode afetar de modo marcante a
excitabilidade celular. Deste modo, o estudo de mecanismos celulares que modolam o
canal de sédio pode levar a uma compreensdo mais profunda do papel deste canal no
processo de modulagdo da excitabilidade celular. A técnica de "patch clamp” constitui

ferramenta experimental de vital importincia para estes estudos.

1.2. A técnica de "patch clamp®

A técnica de "patch clamp” originou-se de vm esforgo para registrar
correntes ionicas de canais i6nicos individuais em membranas bioldgicas. A idéia geral
foi tentar isolar uma pequena drea da membrana celular ("patch") para efetuar medicoes
elétricas locais. Para isto a ponta de um eletrodo (micropipeta de vidro preenchida com

solugdo fisiolGgica) era colocada na superficie da célula de modo que correntes idmicas



- do "patch” pudessem ser registradas em decorréncia da fixagdo do potencial elétrico

("voltage clamp”).

Consideragdes sobre o ruido basal destes registros levaram & conclusdo
de que tais eletrodos permitiam o registro de correntes da ordem de picoamperes toda
vez que a resisténcia de selo (resisténcia entre o interior da micropipeta ¢ o meio
extracelular) pudesse ser muito maior que a resisténcia interna do eletrodo. Otimizagio
na geometria da micropipeta e a aplicagio de uma pequena sucgdo dentro da
micropipeta em contato com a c€lula conduziram a descoberta do fendmeno chamado
"formacio do giga-selo” (resisténcias de selo da ordem de giga-Ohm). Esse fendmeno
consiste de uma transicdo repentina da resisténcia de selo da ordem de dezenas de
mega-Ohms para giga-Ohms. Embora as bases fisicas para a formagdo do giga-selo
ainda ndo estejam bastante claras, sua formagdo certamente aumenta a resolugdo dos
registros em uma ordem de grandeza e produz estabilidade mecinica do "patch™ dentro

da micropipeta.

Uma variedade de configuracOes de registros é possivel apos a formagao
do giga-selo. A figura 1.1 ilustra quatro configuracdes bdsicas de "patch clamp”. Os
nimeros que aparecem na figura 1.1 representam potenciais elétricos (em milivolts,
"mV") que foram escolhidos de modo que um potencial de -50 mV ficasse aplicado em
todas as configuracOes representadas (assumindo um potencial de repouso da célula de -
70 mV). O canto superior esquerdo representa a aproximacédo do eletrodo a célula para
formacdo do giga-selo e a obtenclio da configuracdo de "cell-attached path clamp”. A
partir desta configuracio podem ser obtidas: i) a configuracdo de "inside-out patch
clamp” em decorréncia do afastamento do eletrodo de modo a separar o "patch” de
membrana da célula; i) a configuracio de "whole-cell patch clamp”, pela ruptura do

"patch” usando pulso de sucglo ou tensdo; e iii) a configuragdo de "perforated patch



CELL ATTACHED
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Figura 1.1. Diagrama esquemdtico das configuragdes de "patch clamp”. Os detalhes de

cada técnica sao descritos no texto.



clamp” pela inclusdo dos antibiGticos nistatina ou anfotericina-B na soluco fisioldgica
de preenchimento do eletrodo (esta técnica serd abordada em mais detalhes neste
capitulo). Da configuragdo de "whole-cell patch clamp™ pode ser obtida a configuracéo
de "outside-out patch clamp” pelo afastamento do eletrodo de modo a formar
uma vesicula de membrana celular com o lado externo voltado para fora do

eletrodo.

Com a técnica de "cell attached patch clamp” € possivel o registro de
corrente no "patch” de membrana. Dependendo do tamanho do eletrodo, estes registros
podem ser de correntes macroscopicas (ponta do eletrodo com abertura suficientemente
grande para abrigar vdrios canais de s6dio no "patch") ou corrente em canais de s6dio
unitdrios (ponta do eletrodo com abertura suficientemente pequena para abrigar poucos
canais de sédio no "patch™). Com a técnica de "whole-cell patch clamp” ou "perforated
patch clamp”, € possivel o registro de corrente de toda a membrana da c€lula (correntes
macroscopicas pelo controle do potencial elétrico intracelular). Com as técnicas de
"inside-out” e ‘“outside-out patch clamp” sdo possiveis registros de corrente
macroscépicas de sédio de pequena amplitude e em canais de sGdio unitdrios por meio
do controle dos potenciais elétricos extracelular e intracelular, respectivamente. Estas
duas ltimas técnicas permitem também que as solugdes externas € internas sejam

controladas para o registro das correntes.

A escotha da técnica a ser adotada ird depender do teste ao qual
queremos submeter os canais. Por exemplo, no caso hipotético de querermos estudar o
efeito direto de um determinado composto sobre o lado intracelular do canal sem
interferéncias dos componentes intracelulares, a técnica de "inside-out patch clamp®
parece ser a mais adequada. Neste caso, o "patch” de membrana na ponta do eletrodo

(e isolado da célula) expde o lado intracelular ao banho no qual podemos aplicar o

6



composto. Se, neste mesmo caso hipotético, por algum motivo o composto deva ser
colocado dentro da pipeta, a técnica de "outside-out patch clamp™ parece ser a mais
adequada, tendo em vista que neste caso o lado intracelular (e isolado da célula)
encontra-se voltado para dentro da pipeta. Vale a pena mencionar que de todas as
configuraces de "patch clamp”, as configuragdes de "cell-attached patch clamp® e

~perforated patch clamp" s3o as que mais preservam o meio intracelular intacto.

1.2.A. Técnica do "Perforated Patch Clamp”

Uma conseqiiéncia inevitdvel nos registros de correntes idnicas de toda a
membrana da célula ("whole-cell patch clamp™) € a perda dos fons citoplasmdticos e
outros constituintes celulares que se difundem para dentro da micropipeta. A técnica do
"perforated patch clamp” permite medi¢Ges de correntes em "whole-cell” de modo
muito menos invasivo que as técnicas convencionais de "patch clamp” (Horn e Marty,
1988). Esta técmica usa nistatina ou anfotericina-B na solugao fisioldgica de
preenchimento da micropipeta. O acesso elétrico ao interior da célula fica estabelecido
por meio de poros permedveis a fons monovalentes formados pela a¢do destes
antibicticos em membranas contendo colesterol ou ergosterol, tais como membranas

celulares (Fig. 1.2).

Com esta técnica, pode-se obter registros de correntes i0nicas tipicos da
configuracio de "whole-cell patch clamp” com a vantagem de ndo haver didlise de
substancias citoplasmdticas. Deste modo, reaghes com segundos mensageiros
importantes para a atividade elétrica celular e regulacdo de canais idnicos permanecem

operacionais.



MICROPIPETA
POROS DA

NISTATINA

C;\ALN AlS
IONICOS

CITOPLASMA

Figura 1.2. Diagrama ilustrativo da configuracdo de "perforated patch clamp". O
acesso elétrico & célula € obtido por meio de poros permedveis a fons monovalentes

formados pela aco da nistatina dentro da micropipeta.

8



1.2.B. O sistema de Registro

A Figura 1.3 ilustra um sistema padrio de "patch clamp” o qual €
basicamente composto por uma parte mecinica de manipulagic da micropipeta e uma
parte elétrica de registro de correntes i0nicas. A micropipeta ¢ fixada em um suporte
("holder™) conectado a um micromanipulador, de maneira que movimentacdo nas trés
dimensdes espaciais e sucgdo possam ser aplicadas. Um fio de prata-prata clorada (em
contato com a solucio da micropipeta) conecta a micropipeta a um amplificador de
"patch clamp” (APC). O APC ¢ basicamente um conversor corrente-tensdo projetado
de modo a produzir saida de tensdo (Vs) proporcional a corrente de entrada (Ie) {ver
apéndice 1). A corrente le flui através do resistor de realimentagdo (R) do APC de
modo a manter o potencial Ve fixo no valor do potencial de referéncia (potencial de
"clamp”, Vclamp). O circuito do conversor corrente-tensdo registra correntes de
"pequenas amplitudes” (pA ou nA) por meio da fixagdo da tensdo na micropipeta ¢ pela

monitoracio destas correntes em wim resistor de alto valor.

Tanto a micropipeta quanto a membrana da célula introduzem correntes
capacitivas nos registros das correntes de sédio. Circuitos complementares usados para
a compensacio da capacitdncia da micropipeta e da membrana (quando for o caso de
registros em "whole-cell") foram omitidos na ilustrag@o da figura 1.3 para simplificar a
descricio do sistema de registro (ver apéndice 1). De maneira simplificada, estes
circuitos realimentarn negativamente sinais de corrente capacitivas na entrada do APC
(entrada inversora do APC) que podem ser ajustadas de modo a neutralizar as correntes
capacitivas da micropipeta e/ou da membrana da célula. No entanto, cuidados devem
ser tomados no sentido de n3o supercompensar a capacitincia e desta forma distorcer os

registros.



AMPLIFICADOR DE "PATCH CLAMP™"

M " CONVERSOR |

R v
| - i
Ve I ¢ A |
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"HOLDER™ | l

MICROMANIPULADOR ]

- SOLUCAD
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Figura 1.3. Diagrama esquemdtico de um sistema padrdo de "patch clamp”. O eletrodo
(micropipeta preenchida com solugdo fisioldgica) € fixo em um "holder” (conectado a
um micromanipulador) o gual permite movimentacao € succao no eletrodo. Um fio de
prata-prata clorada conecta o eletrodo ao amplificador de "patch clamp” de modo que
correntes ionicas da célula em resposta a fixagdo de tensdo possam Ser registradas.

Detalhes do amplificador sdo descritos no texto.
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1.3. O canal de sédio

1.3.A. Modelo:

A figura 1.4 ilustra wm modelo do canal de sddio obtido a partir de

estudos eletrofisioldgicos usando o método de "voltage clamp” (Catterall, 1992).

O modelo representa um poro que atravessa a membrana. Este poro,
preenchido com dgua, € constituido por uma abertura externa com dimensoes menores
que sua abertura interna, um filtro seletivo que € uma por¢do da molécula que interage
com os fons permeantes, um sensor de tensdo carregado positivamente que inicia a
ativacdo do canal abrindo a chave de ativagio em resposta a despolarizacio da

membrana, ¢ uma chave de inativag3o que fecha o canal.

A eficiéncia do canal de sédio quanto & sua condutdncia e seletividade
foi previamente subestimada a partir dos resultados experimentais iniciais (Almers ¢
Levinson, 1975; Levinson ¢ Ellory, 1973). Contudo, os registros de canais de s6dio
individuais confirmaram as estimativas obtidas para a ordem de grandeza da taxa de
fluxo de sédio (107 fons/s) e um valor de condutincia tipico de aproximadamente 15
pS. Adicionalmente, a avaliagio qualitativa e quantitativa da regido que efetivamente
desempenha o papel de filtro do canal de s6dio revela caracteristicas importantes para

os futuros estudos da natureza molecular do poro do canal (Hille, 1971; Hille, 1972).

A continuidade de experimentos que avaliam a estrutura funcional do
canal de sédio tem conduzido 3 formulacdo de modelos experimentais mais completos

que permitem, por exemplo, representar mais precisamente o processo de inativacao

11



LADO

EXTRACELULAR
FILTRO
SELETIVO
SENSOR
LADO
INTRACELULAR

CHAVE DE
ATIVACACQ

CHAVE DE
INATIVACAO

Figura 1.4. Modelo hipotético de um canal de sédio. O canal € representado como uma

macromolécula com um poro no centro. As regides funcionais - filtro seletivo, sensor,

chaves de ativacdo e inativagio servem de base para estudos estruturais do canal,
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(Armstrong, 1992). Contudo, o modelo mencionado aqui, por tratar-se de uma visdo
cldssica do funcionamento do canal de sédio, serve de base para a avaliagdo do

comportamento deste canal em diferentes linhas de célula.

A partir dos trabalhos iniciais de Hodgkin e Huxley (1952), tem-se
desenvolvido muitos modelos para a excitabilidade celular utilizando diferentes técnicas
experimentais (Patlak, 1991). Contudo, foram as técnicas de biologia molecular que
permitiram um avango significativo na interpretacdo da relagdo da fungdo do canal de
s6dio com sua estrutura molecular. O uso da tetrodotoxina para identificacio do canal
de sédio constitui, ainda hoje, um método bioquimico bastante seguro para isolamento
do canal de sédio (Hafermann, 1972; Noda et al, 1989). A partir do reconhecimento do
canal de s&dio como uma entidade molecular, surgiram estudos evidenciando que os
canais de sodio se expressam de maneira surpreendentemente homdloga nos diversos
tipos celulares € em diferentes espécies animais (Noda et al, 1986, Rogart et al, 1989;
Sills et al, 1989). A decorréncia imediata de que os diversos subtipos de canais de
s6dio devem entdo apresentar a mesma estrutura molecular bdsica tem sido
exaustivamente evidenciada (Noda et al, 1984; Greenblatt et al, 1985; Guy e

Seetharamulu, 1986; Trimmer ¢ Agnew, 1989).

As propostas da estrutura molecular e¢ funcional do canal sédio se
resumem da seguinte forma: a proteina do canal de s6dio € uma macromolécula
constituida de quatro repetiches que atravessam a membrana (Fig. 1.5.A). Cada uma
das repeti¢des parece conter de seis a 0ito segmentos que cruzam a membrana, sendo
que um destes segmentos apresenta uma regido carregada positivamente e que poderia

ser 0 sensor de tensdo do canal. O centro da proteina provavelmente formaria um poro

que poderia estar aberto ou fechado, de modo a controlar a passagem de sddio (Fig
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Figura 1.5. Modelos da estrutura molecular do canal de sédio. A) A seqiiéncia linear
da estrutura primdria do canal de s6dio ¢ subdividida em 4 repeticdes homdlogas
classificadas de 1 a IV. Cada uma destas repeticbes tem regides que atravessam a
membrana (regides mais espessas). Cada uma das 6 regides espessas que atravessam a
membrana € classificada de S1 a S6. Regides putativas menores ¢ mais curtas que estio
representadas entre os segmentos S5 e S6 sdo denominadas SS1 e SS2. B) Modelo

estrutural esquemdtico ilustrando 4 repetigdes justapostas simetricamente e ao redor de

um eixo central (supostamente o poro do canal), As regides putativas estdo indicadas

dentro de cada repetic¢io.
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1.5.B). Os segmentos hidrofflicos localizados na porgdo citopldsmica da molécula estdo

envolvidos com o estado de inativacdo do canal (Patlak, 1991; Catterall, 1992).

1.3.B. A ativagido e inativagio do canal de sédio

Durante a despolarizacdo, a permeabilidade da membrana ao sédio
primeiro aumenta dramaticamente e entdo diminui para seu nivel basal em
aproximadamente 1 milissegundo. Este comportamento bifdsico foi descrito em termos
de dois processos experimentalmente separdveis que controlam a fungdo do canal de
sédio (Hodgkin e Huxley, 1952): 1) Ativagdo, a qual controla a taxa ¢ dependéncia de
tensdo do aumento de permeabilidade que acompanha a despolarizagdo e 2) Inativacio,
a qual controla a taxa e dependéncia de tensdo do subseqiiente retorno da
permeabilidade ao sédio para o nivel de repouso durante a manutengdo da

despolarizagdo.

A ativacdo do canal de sédio ocorre quando a despolarizacdo da
membrana ¢ detectada pelo sensor de tensdo, o que promove mudangas de conformagio
na proteina do canal (chave de ativacio, Fig. 1.4). Esta mudanca de conformagao abre
o canal, permitindo 0 movimento passivo de fons sédio. O estudo destas mudangas de
conformacdo que levam a abertura (ativac@o) do canal permite um entendimento mais
claro de como o estado funcional do canal depende do potencial elétrico através da

membrana (Patlak, 1991; Catterall, 1992). O fluxo de sédio através do canal é

interrompido pelo fechamento do poro devido ao processo de inativacdo do canal

(chave de inativagfio, Fig. 1.4). O canal deixa seu estado de inativado somente quando
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o potencial de membrana retorna ao seu nivel basal (repolarizado). Os elementos
intracelulares do canal de sodio relacionados ao processo de imativacdo tem sido
identificados por meio de enzimas que alteram a constitui¢do molecular da proteina do
canal (Rojas ¢ Rudy, 1976). A agdo principalmente de enzimas proteolfticas revela a
natureza de grupos carboxila da proteina que estdo envolvidos com a inativacdo. A
principal informacdo obtida a partir destes resultados ¢ que os componentes protéicos

do lado intracelular do canal sio essenciais para a inativacdo do canal de sédio.

1.4. Modulacdo do canal de sédio

Os canais de sédio sdo considerados 6timos geradores do potencial de
acdo. Contudo, os fisiologistas ndo consideravam esta fungio do canal de sdédio como
um processo fisiologicamente regulado. Porém, mais recentemente, tem-se mostrado
que a fungdo do canal de sodio pode ser modulada por fosforilagdo (ligacio de fons
fosfato) da protefna do canal por protefnas quinases (Li et al, 1993; Li et al., 1992;
Linden e Routtenberg, 1989; Costa e Catteral, 1984; Dascal e Lotan, 1991; Rossie ¢
Catterali, 1987).

As proteina quinases s3o grupos de enzimas intracelulares similares em
tamanho, estrutura e mecanismo de ativacio (Azzi et al, 1992). A proteina quinase C é
ativada pelo diacilglicerol {(DAG), cujos niveis intracelulares podem ser aumentados
por estimulagdo de receptores oc-adrenégicos, ou colinérgicos muscarinicos presentes
na membrana (Fig. 1.6). Estes receptores pertencem a uma familia de receptores que

atuam indiretamente sobre 0s canais iGnicos: os receptores acoplados a protefna G. A
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Figura 1.6. Diagrama esquemitico da ativagio da proteina quinase C. Os

neurotransmissores adrenalina, noradrenalina e acetilcolina reconhecem ¢ ligam-se aos

receptores o¢-adrenérgico e/ou muscarinico ativando a protefna G. Uma vez ativada, a

proteina G ativa a fosfolipase C (PLC) a qual hidrolisa fosfatidil inositol 1-4-difosfato

(PIPy) produzindo um par de segundos mensageiros, inositol 1,4,5-trifosfato (1P3) ¢

dicilglicerol (DAG). IP3 mobiliza cdlcio de estoques intracelulares (e.g. reticulo

endoplasmético). O DAG ativa protefna quinase C (PKC) a qual fosforila o canal de

sodio.
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protefna G atua sobre um efetor, ou seja, uma enzima que produz um segundo
mensageiro difusivel. Os processos celulares ativados por estes receptores usam a
proteina G para ativar a fosfolipase C. Esta enzima hidroliza fosfatidil-inositol 4,5-
bifosfato (P1P5) produzindo um par de segundo mensageiros, diacilglicerol (DAG) e
inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). O IP3 mobiliza cdlcio de estoques intracelulares (p.ex.
reticulo endoplasmdtico) e 0 DAG ativa a protefna quinase C (Nishizuka, 1992). O
DAG, sendo hidrofébico, situa-se dentro da membrana, onde ativa a proteina quinase
C. A forma inativada desta proteina quinase fica no citoplasma. Quando o nfvel de
DAG intracelular é aumentado, a proteina quinase C ¢ translocada para a membrana
onde pode fosforilar substratos proteicos presentes tanto na membrana quanto no

citoplasma (Cohen, 1992).

Sugestoes de que a via de sinalizacdo cdlcio-diacilglicerol esteja
envolvida na modulagiio do canal de sédio tém sido fortemente apoiadas por trabalhos
mostrando que as subunidades ocde canais de sédio purificados de cérebro de rato séo
fosforiladas pela proteina quinase C "in vitro" (Costa e Catterall, 1984, Murphy ¢
Catterall, 1992). O estudo dos efeitos da aplicacdo direta de diacilglicerol & proteina do
canal e o anulamento destes efeitos por inibidores da proteina quinase C permitiram a
identificacio da subunidade oc do canal de sédio como um substrato para fosforilagao
via proteina quinase C (Numann et al, 1991; Costa e Catterall, 1984). A modulagéo do
canal de s6dio pela proteina quinase C nas células nervosas compartitha algumas
caracteristicas comuns com a modulacio na maioria das células excitdveis (Kallen et al,

1990, Rogart et al, 1989, Trimmer et al, 1989).

Outros ativadores da protefna quinase C, tais como os dcidos graxos
insaturados (isdmero cis) e ésteres de forbol tém sido utilizados para o estudo do efeito

da fosforilacdo do canal de sédio via ativagio da proteina quinase C (Moorman et al,

18



1989; Benz et al, 1992; Linden e Routtenberg, 1989). Geralmente os estudos dos
efeitos da ativacdo da proteina quinase C sobre o canal de sodio baseiam-se em
experimentos nos quais a corrente de s6dio € registrada sob a ago de ativadores e/ou
“bloqueadores da protefna quinase C. Nestes trabathos, os autores consideram que o
modo pelo qual a ativagdo da proteina quinase C afeta as correntes de s6dio nao
depende do ativador da proteina quinase C utilizado. No entanto, o efeito de diferentes
ativadores da proteina quinase C € bastante diversificado quando observado em
diferentes linhagens de células (Dascal e Lotan, 1991; Numann et al., 1991; West et al,
1991; Li et al., 1993). Além disso, o mecanismo biofisico pelo qual esta proteina

quinase afeta os canais de sédio ainda nio estd bem estabelecido.

Neste trabalho fizemos um estudo dos efeitos de diferentes ativadores da
protefna quinase C sobre os canais de sodio. A partir deste estudo, propusemos um
mecanismo bioffsico pelo qual o canal de sédio ¢ modulado pela ativacio da proteina

quinase C.
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2. OBJETIVOS:

Os objetivos do presente trabalho foram:

a) Estudar os efeitos de diferentes ativadores da proteina quinase C sobre
o comportamento eletrofisiolégico dos canais de s6dio, utilizando técnicas de "patch

clamp" para registro da corrente de s6dio.

b) Procurar sintetizar o conhecimento obtido dos dados experimentais em

um modelo estocdstico simples.
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram feitos em temperatura ambiente (21-23 “C)
utilizando duas técnicas de "patch clamp" para registro de corrente de sédio em células
de neuroblastoma de camundongo N1E-115. A técnica de "perforated patch clamp” foi
utilizada para registro de correntes macroscépicas de sédio. A técnica de "cell-attached

patch clamp” foi utilizada para registro de corrente de sédic em canais de sédio

individuais.

3.1. CULTURA DE CELULAS

Como em outras linhagens de células (e.g. c€lulas gliais ou endécrinas),
a célula de neuroblastoma de camundongo surgiu de sucessivas geraghes de células
nervosas cancerigenas em cultura. O grande mimero de linhagens de células que
expressavam propriedades diferenciadas permitiu a clonagem e manuten¢do de diversas
linhagens de células em meio de cultura. As células de neuroblastoma de camundongo
N1E-115 constituern um dos clones das diversas linhagens de células derivadas de
tumores de células neuronais de camundongo. Atualmente, a NIE-115 tem sido

largamente utilizada em experimentos envolvendo "patch clamp”.

Neste trabalho, células de neuroblastoma de camundongo NIE-115
(gentilmente cedidas pelo Prof.Dr. Fred N. Quandt - Department of Physiology, Rush

University, Chicago-IL) foram cultivadas em frascos de cultura de células (70 ml) € em
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laminulas dentro de placas de Petri (35x10 mm) a 37 "C em atmosfera imida com 5%
de gds carbdnico. As células foram mantidas em meio de cultura composto por DMEM
("Dubecco’s Modified Eagle’s Medium”), 10% de soro fetal bovino (Gibco, Grand
Island, NY, USA), dcido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-etanosulfonico (HEPES, 20
mM) ¢ 0.1% de penicilina/estreptomicina. A suspensdo das células confluentes foi feita
a cada 7 dias por meio de agita¢io mecanica, contagem e redivisdo, de modo a obter-se
densidade inicial de 10 mil células por ml. Trocas do meio de cultura foram feitas no
terceiro, quinto € sexto dias apGs cada ressuspensdo. As célutas foram usadas para

experimentos a partir do terceiro dia apds a ressuspensao.

3.2. SOLUCOES

As solucdes de perfusio das células (solugdo de banho) e de
preenchimento da pipeta de registro (solugdo de pipeta) para os experimentos com
perforated patch clamp” sdo descritas a seguir. Em alguns experimentos a composi¢ao
destas solugdes foi isotonicamente alterada para variagdo do potencial eletroquimico do

sédio. Por conveniéncia, estas alteraches sdo mencionadas no capitulo "Resultados”.

Solugdo de banho (em mM):

75 NaCl

75 Cloreto de Colina

2.0 CaCh

0.2 CdCly

10 HEPES

pH 7.4 ajustado com NaOH.
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Solucdo de pipeta (em mM):

10 NaF
90 CsF
30 NaCl

10 EGTA (dcido etilenoglicol-bis N,N,N’ N’-tetraacético)
10 HEPES
pH 7.4 ajustado com CsOH.

As solugdes de banho e de pipeta para os experimentos com a técnica de
"cell-attached patch clamp" sdo descritas a seguir. Para assumirmos o potencial de
"clamp" aplicado pelo eletrodo como o potencial efetivamente aplicado ao "patch” de
membrana, € necessdrio que o potencial intracelular seja nulo (ou bastante préximo de
zero). Para obter esta condi¢o utilizou-se solugfio de banho com alta concentragio de
potdssio. Este procedimento garantiu potencial de repouso da membrana bastante
préximo a zero. A solucdo de pipeta continha alta concentragio de sédio no sentido de
aumentar o nivel de corrente que flui através do canal e, consequentemente, melhorar a
relacio sinal-ruido dos registros de canais de sdédio individuais ("single channel

recording”).

Solugio de banho (mM):

150 Glutamato de Potdssio
2.0 CaCh

10 HEPES
pH 7.4 ajustado com KOH
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Solugdo de pipeta (mM):

300 NaCl

2.0 CaCly

0.2 CdCly

10 HEPES

pH 7.4 ajustado com NaOH.

Os farmacos utilizados para o estudo dos efeitos da proteina quinase C
foram adicionados & solugdo do banho nas concentragbes apresentadas no capitulo
"Resultados”. Estes fdrmacos foram obtidos das companhias Sigma (St. Louis, MO) e

Calbiochem (San Diego, CA). Os formacos e sua preparacio sdo descritos a seguir. :

Fdrmacos relacionados & proteina quinase C:

Estes fdrmacos foram dissolvidos em dimetil sulféxido (DMSO) e
adicionados 2 soluciio de banho imediatamente antes de seu uso nos experimentos. A
concentracio final de DMSO foi inferior a 0.1% e, nesta concentragdo, DMSO ndo

afetou as correntes de sédio.

Ativadores da proteina quinase C

Diacilglicerdis:

- 1-oleolil-2-acetil-sn-glicerol (OAG);

- 1,2-dioctanoil-rac-glicerol (DOG),
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Esteres de Forbol:

- 12,13-didecanoato de forbol;
- 12,13-diacetato de forbol;

- 12-miristato, 13 acetato de forbol:

Acidos Graxos Insaturados (isdmero cis):

- Acido oleico (4cido cis-9-octadecendico);
- Acido linoleico (dcido cis, cis-9,12-octadecadiendico;
- Acido linolénico (dcido cis, cis,cis-9, 12,15-octadecatrienGico);

- Acido araquidonico (4cido cis-5,8,11 ,14-¢eicosatetraendico);

Acidos graxos saturados ou insaturados (isbmero trans) ndo ativam a
protefna quinase C. Estes dcidos graxos foram utilizados em experimentos "controle”

para os 4cidos graxos insaturados-Cis.

Acidos graxos saturados e insaturados (isdmero trans):

- Acido elaidico (dcido trans-9-octadecenéico; insaturado);

?

- Acido estedrico (dcido octadecandico; saturado);

- Acido mirfstico (4cido tetradecanGico: saturado);

Blogueadores da proteina quinase C:

- Estaurosporina; - H7;
- Calfostina C; - Polixina B;
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F4rmacos utilizados para remocdo da inativacio do canal de sédio:

- Batraquiotoxina. O alcaldide batraquiotoxina (BTX) foi mantido em solugio
estoque de cloroférmio o qual era evaporado por jato suave de nitrogénio

imediatamente antes do seu uso nos experimentos.

- Cloramina-T (dissolvida em dgua);

- N-bromoacetamida e N-bromosuccinamida (dissolvidos em cloroférmio, o

qual era evaporado por jato de hidrogénio imediatamente antes do uso).

Preparagdo da nistatina:

-Nistatina: 10 mg de nistatina foram dissolvidos em 100 ul de DMSO. A
nistatina foi adicionada a solucdo da micropipeta na propor¢do 120 ug nist/1ml solugdo.
A mistura foi homogeneizada por sonicagio de poténcia (30 segundos) imediatamente

antes de sua utilizacdo nos experimentos.

3.3. MEDICOES ELETROFISIOLOGICAS

Descreve-se a seguir os procedimentos bdsicos para o registro de
corrente de sodio empregados neste trabalho. Para maior clareza, descreve-se
separadamente 0s procedimentos inerentes a cada configuracdo da técnica de "patch

clamp" que se seguem a partir dos procedimentos bdsicos.
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3.3.A. Procedimentos bdsicos

Preparagio da célula para registro € trocas de solugdo:

Uma laminula na qual a células foram cultivadas foi transferida para uma
cimara de perfusdo (200 ul) montada em um microscépio invertido (Diaphot-Tmd,
Nikon Co, NY, USA) (Fig. 3.1). O microscopio situava-se em uma mesa flutuante
("air table", Technical Manufacturing Corporation; MA, USA) contida em uma gaiola
de Faraday. A soluc¢do de banho foi aplicada a cAmara (0.6-1 mi/min) por meio da acao
da gravidade e removida por um aspirador ajustivel a vdcuo. As trocas de solugdes
foram feitas com vdlvulas manuais conectadas a tubos de condugio préximos a cmara
de registro, de modo que 1 min apds a abertura de uma vdlvula, a solucao da camara
fosse trocada de 3 a 5 vezes. Um fio de Ag-AgCl foi usado como eletrodo de referéncia

no banho.

Posicionamento do eletrodo para registro das correntes:

O eletrodo foi conectado ao "holder” de um amplificador de "patch
clamp" (Axopatch-1D, Axon Instruments Inc., USA). O sinal de corrente registrado
pelo amplificador de "patch clamp” foi filtrado em 5 KHz por um filtro Bessel passa
baixa de 4 polos, no caso dos registros das correntes macroscopicas de sédio, e em 2
KHz, no caso dos registros de correntes nos canais de sédio individuais.
Independentemente da técnica utilizada, o sinal filtrado foi monitorado em um
osciloscopio Tektronix de 20 MHz (TEK 2205 Oscilloscope, Tektronix, Inc., USA) e
registrado digitalmente com o uso de um computador compativel com o IBM AT
(Gateway 2000 486DX2 /50, Gateway Co, USA), equipado com uma interface
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Figura 3.1: Desenho esquemdtico do sistema de registro para experimentos com "patch

clamp”.
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analégico-digital (TL-1 DMA Interface, Axon Instruments Inc., USA) controlada com

o "software” PCLAMP (Axon Instruments Inc., USA).

A ponta do eletrodo foi imersa na solugdo da cdmara de perfusio (por
meio de um micromanipulador) e a resisténcia do eletrodo foi calculada em resposta a
pulsos de tensdo de 10 mV ("voltage clamp”) aplicados pelo amplificador de "patch
clamp”. A configuragdo de "cell attached” foi obtida pela aplicacdo de succdo no
eletrodo e, a partir desta configuragdo, a corrente capacitiva do eletrodo em resposta
aos pulsos de "voltage clamp” foi eletronicamente cancelada com o uso do circuito de

compensacdo de capacitincia do amplificador de "patch clamp”. Os experimentos

foram feitos em células isoladas e aproximadamente esféricas (raio de 7 a 10 um),

A partir deste ponto os procedimentos experimentais variaram segundo a

técnica empregada.

3.3.B. Procedimentos particulares de cada técnica

"Perforated patch clamp”:

Os registros das correntes macroscépicas de sédio foram feitos usando-se
a configuracio de "perforated patch clamp” obtida a partir da configuracdo de “cell-
attached". Utilizou-se .o antibidtico nistatina dentro da pipeta para perfurar a membrana
na ponta do eletrodo e ganhar acesso elétrico ao interior da célula. O tempo inicial para
os experimentos (T0) foi marcado quando a resisténcia de acesso intracelular atingiu

valores < 2 MOhm. Um potencial de -100 ou -130 mV ("holding potential”) foi entdo

29



aplicado e a resisténcia de selo foi calculada por meio da corrente registrada no
osciloscopio. A capacitincia da célula foi compensada com o wso do circuito de
compensagdo do amplificador de "patch clamp”. A célula era descartada quando a
resisténcia de selo era menor que 1 gigaohm. Os eletrodos de "patch” (ponta de 3 pm
de diimetro, 0.8-1.4 MOhm de resisténcia) foram feitos a partir do estiramento de
tubos de borosilicato (didmetros externo e interno de 1.5 e 1.4 mm respectivamente;
Glass ThinW, no Filled, World Precision Instruments, Inc, FL, USA) utilizando um

estirador de pipeta programdvel (Model P-87, Sutter Intruments Co., USA).

Canais individuais ("Cell-attached Patch Clamp™)

A partir da configuracdo de "cell-attached patch clamp” aplicou-se um
potencial de +100 mV (holding potential de -100 mV na convencado celular
considerando a solu¢do de banho empregada nesta técnica) e a resisténcia de selo foi
calculada de modo similar 2 técnica anterior. Um perfodo de estabilizacdo de 15
minutos foi observado antes de TO. Para estes registros utilizou-se 0 mesmo tipo de
micropipeta e processo de estiramento. Contudo, o estirador de pipeta foi programado
para estirar a micropipeta de modo a obter-se eletrodos com diametro de ponta de

0.5um (10MOhm de resisténcia).
Nas duas técnicas os eletrodos foram cobertos com uma tinta hidrofébica

(Pap Pen, Daido Sangyo Co., LTD. JAPAN) até uma distincia de aproximadamente 20

um da ponta de modo a minimizar o efeito capacitivo do eletrodo.
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3.4. REGISTRO DAS CORRENTES

Para o registro das correntes macroscépicas de sédio, as células foram
sujeitas a diferentes protocolos de despolariza¢bes que visavam a caracterizacio das
correntes em termos de ativagao e inativagio dos canais de sédio da membrana, Para o
registro das correntes de sédio de canais individualizados, as células foram sujeitas a
protocolos de despolarizagio que visavam a caracterizacdo da cinética de abertura e
fechamento do canal de sdédio. As colecdes das correntes macroscopicas de sédio e de
canais individualizados armazenadas no computador foram processadas com o
"software” PCLAMP para triagem inicial dos registros. As curvas experimentais,
ajustadas segundo modelos matemdticos encontrados na literatura (Howe e Ritchie,
1992; Cukierman, 1991), foram processadas em LOTUS 123. Os protocolos de
comandos dos pulsos de "voltage clamp” estdo apresentados no capitulo "Resultados”.
Os registros em canais de sédio individuais ("single channel recording™ foram
posteriormente processados com o auxilio do "software” FETCHAN da versdo

PClamp6 (Axon Instruments Inc, USA) especialmente desenvolvido para este

propdsito.
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4. RESULTADOS

Apresentam-se a seguir os resultados obtidos em experimentos
envolvendo a técnica de ‘"perforated patch clamp” para registro de correntes

macroscopicas de sédio.

4.1. DEFINICOES:

Para maior clareza, descreve-se a seguir os pardmetros e protocolos

utilizados nas andlises dos dados.

A Figura 4.1.A representa uma familia tipica de correntes macroscopicas
de s6dio obtidas em resposta a pulsos despolarizantes de potencial (5 ms de duragéo, 1
s de intervalo) a partir do potencial de -100 mV para um potencial-teste de -95 mV a
+100 mV em passos de 5 mV. De acordo com a convencio, as correntes defletindo
para abaixo representam as correntes que entram na c€lula. As correntes reverteram sua
polaridade em torno do potencial de +20 mV o qual corresponde aproximadarente ao
potencial eletroquimico de equilibrio calculado para o fon sédio (+18 mV, calculado
para as solugdes de banho e micropipetas utilizadas). Com este protocolo de aplicacio
de pulsos de "voltage clamp” foram obtidos grificos com as amplitudes de pico de

corrente de sédio em fungdo de cada potencial-teste (curvas 1-V).
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Figura 4.1. Familias de correntes de sédio e protocolos bdsicos de "voltage clamp”

para a caracterizacdo das correntes. (A) Correntes de sédio em resposta a pulsos de
"voltage clamp” para -95 a +100 mV (passos de 5 mV) aplicados a partir de -100 mV.
As correntes que se defletem para baixo indicam fluxo de sédio de fora para dentro da
c€lula enquanto que as correntes que se defletem para cima indicam fluxo de sédio de
dentro para fora da célula. A partir do valor do pico destas correntes e seu respectivo
potencial de "clamp” € possivel estabelecer a relagio corrente-tensio e a curva de
ativagio "m" destas correntes. (B) Correntes de sédio em resposta a pulsos de "voltage
clamp” para -20 mV precedidos por pulsos de "voltage clamp” para -80 a +100 mV
(passos de 5 mV) aplicados a partir de -100 mV. A curva dos picos da corrente de
s6dio no potencial de "clamp” de -20 mV contra os potenciais dos pulsos precedentes
estabelece a relacio entre nivel de inativacdo da corrente de sédio e o potencial de

membrana (curva de inativagio "h").
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As curvas de ativagdo, expressas como condutdncias normalizadas dos
canais de s6dio (G/Gmax) em fun¢do do potencial-teste, foram obtidas a partir dos

dados das curvas 1-V. A conduténcia € calculada por:

G = Ip/(V-Vr)

onde:  Ip = corrente de pico;
V = potencial-teste;

Vr = potencial de reversio,

e normalizada pelo valor mdximo de G (Gmax).

Os parfimetros constantes de tempo de ativacio (bon) e decaimento (6h)
das correntes de sédio foram calculados por meio de ajustes exponenciais das fases
ascendente e descendente destas correntes, respectivamente. Estes pardmetros sio

apresentados em funcio do potencial de "clamp” que gerou as correntes.

A familia de correntes de sédio na figura 4.1.B foi obtida em resposta a
aplicacio de pulsos despolarizantes de potencial para -20 mV (5 ms de duracdo, 1sde
intervalo), precedidos por pré-pulsos (5 ms de duragdo) que eram incrementados de
modo similar ao da figura 4.1.A. A curva de inativagio consiste do levantamento dos
picos normalizados de corrente (Ip/Ipmax) durante a aplicagdo do pulso para -20 mV

em funcio dos potenciais dos pré-pulsos.
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4.2. EXPERIMENTOS CONTROLES

Apresentam-se a seguir os resultados do efeito do tempo sobre as

correntes de sédio na célula de neuroblastoma de camundongo N1E-115.

As correntes de sodio em células N1E-115 apresentam, no seu pico, um
aumento significativo dependente do tempo. A fim de quantificar os efeitos de
diferentes ativadores e/ou inibidores da proteina quinase C, € necessdrio avaliar-se as
variacdes dependentes do tempo dos diferentes pardmetros das correntes de sédio em
condicdes controle. A figura 4.2 sumariza os resultados obtidos em um grupo controle
de células (n=5). No painel A, os picos de corrente em resposta a um pulso de
despolariza¢do de -100 mV para -10 mV estdo normalizados em relacdo aos picos de
correntes em t = 15 min e apresentados em fungo do tempo. Neste painel, mostra-se
que 0 pico da corrente aumenta durante os primeiros 15-40 minutos apds a nistatina
perfurar o "patch" de membrana (t=0), apés o que a corrente mantem-se constante.
Este aumento € estatisticamente significativo (P<0.001) e pode ser facilmente

identificado em cada célula.

As curvas de ativacio e inativaciio foram ajustadas por uma equagdo de

Boltzman do tipo:

G/Gmax = 1/{1+EXP{(zF/RT)*(V-V'4)}}
onde:

z € a inclinacdo da curva;

F é a constante de Faraday;

R € a constante dos gases,
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T € a temperatura Absoluta (em °K);
V ¢ o potencial de "Clamp” no pulso teste

Vi, € o potencial onde metade dos canais estdo ativados.

K = RT/zF ¢ proporcional a inclinagdo da parte aproximadamente linear da

curva (R, T e F com seus valores usuais).

A figura 4.2., painel B, ilustra o efeito do tempo sobre as curvas de
ativacdo e inativagio obtidas experimentalmente e suas respectivas curvas de ajuste para
as células controle. No caso das curvas de ativacdo, os valores dos parametros para

ajuste das curvas foram:

Para T=15 minutos: Vi£= -14.68 + 0.43 mV; K= -7.70 + 0.38 mV;
Para T=40 minutos: V%= -20.74 + 0.50 mV; K= -7.91 + 0.42 mV.

No caso das curvas de inativacdo, os valores dos pardmetros para ajuste

das curvas foram:

Para T=15 minutos: V4= -40.89 + 0.37 mV; K= 8.84 + 0.32 mV;
Para T=40 minutos: V4= -42.01 + 0.24 mV; K= 7.97 + 0.20 mV.

Na figura 4.2., painel B, mostra-se que a curva de ativacdo (“m") das
correntes de sodio desviou-se aproximadamente 6mV durante os primeiros 15-40
minutos para potenciais mais negativos. Este desvio paralelo para esquerda na curva de
ativaciio sugere que na faixa ndo saturada do processo de ativacao (-40 mV a 0 mV),

mais canais de sédio sdo ativados e/ou 0s canais estio sendo ativados mais rapidamente
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FIGURA 4.2. Alteragdes dependentes do tempo nas propriedades das correntes de
so6dio em células de neuroblatoma de camundongo (N1E-115). Os resultados estdo
expressos como média + erro padr@o para 5 diferentes células. (A) Aumento
dependente do tempo nos picos das correntes de sédio produzidas por pulsos de
"voltage clamp” de -100mV para -10mV (cfrculos) e +60mV (quadrados. Os
protocolos _de pulsos de "voltage clamp" foram aplicados de 15 a 60 min apés o "patch”
de membrana ter sido perfurado pela nistatina na configuracdo de "whole-cell patch
clamp” (t=0 min). Irel € o pico da corrente no tempo t dividido pelo pico da corrente
no tempo t=15 min; (B) Dependéncia de tens#o da inativacdo (h, simbolos cheios) e
ativacdo (m, sfmbolos vazios) das correntes de sodio. Os circulos ¢ quadrados foram
obtidos em 15 e 40 minutos apés o comego dos registros, respectivamente. As curvas
foram ajustadas por andlise de regressdo ndo linear, com o0s seguintes parimetros de
ajuste (ver "Material e Métodos™): h, circulos, V1/2 = -40.89 + .37 mV ek = 8.84
+ 0.32 mV; quadrados, V1/2 = 4201 + 024 mV e k = 7.97 + 0.20 mV; m,
circulos, V1/2 = -14.68 + 0.43 mV e k = -7.70 + 0.38 mV; quadrados, V1/2 = -
20.74 + 0.50 mV ek = -7.91 4+ 0.42 mV. C e D ilustram a dependéncia de potencial

das constantes de tempo de ativaco e inativacdo das correntes de sédio em t= 15 min

(circulos) e t = 40 min {quadrados) ap6s o comego dos registros, respectivamente.
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com o passar do tempo. Este desvio estabiliza-se apds 30 a 40 min. Este fendmenc
dependente do tempo deve ser fevado em consideracdo para a andlise do efeitos de
certos compostos sobre o processo de ativacdo dos canais de s6dio. No mesmo painel,
mostra-se que a curva de inativacdo ("h") esta essencialmente inalterada durante aquele
periodo. O painel C mostra-se que Bon diminui significativamente nos potenciais mais
negativos que OmV durante os primeiros 15-40 minutos. E provével que o desvio para a
esquerda na curva de ativacdo das correntes de sodio (painel B, sfmbolos abertos) seja
uma conseqiiéncia desta diminuicio em Bon. No entanto, no painel D mostra-se que a
Constante de tempo de inativagdo das correntes de sédio (Bh) ndo foi alterada

apreciavelmente durante os experimentos.

4.3. EFEITO DE DIACILGLICEROL SOBRE AS CORRENTES DE SODIO.

A figura 4.3, painel A, mostra os efeitos de 10uM de OAG (um
diacilglicerol) sobre as correntes de sédio elicitadas por pulsos de “voltage clamp” para
-10 mV (correntes defletindo para baixo) € +60 mV (correntes defletindo para cima)
aplicados a partir de -100 mV. Em cada potencial de membrana, o registro das
correntes maiores foi obtido em condigdes controle (T = 15 min) enquanto que os
tragos das correntes menores foram obtidos 25 minutos apds a aplicacio do OAG. O
OAG causou uma clara reducio nas amplitudes das correntes em todos os potenciais,
Outra altera¢do aparente neste figura € a aceleracio no tempo para o pico sugerida pela
diminuicdo em Bon. Contudo, este efeito ndo foi significativamente diferente do
observado normalmente nas células controle (veja figura 4.2, painel (). No painel B,

figura 4.3, a relacdo entre o potencial de membrana e os picos da corrente de sodio sdo
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FIGURA 4.3. (A) Correntes de sodio em resposta a pulsos de "voltage clamp” para
+60 mV (correntes defletindo para cima) e -10 mV (correntes defletindo para baixo)
aplicados a partir de um potencial de -100 mV. Os circulos identificam registros
obtidos na condi¢iio controle (t = 15 min) e os tridngulos identificam os registros

obtidos apds a exposicdo de 10uM de OAG por 25 min. (B) Rela¢do entre o pico das

correntes de s6dio ¢ o potencial (curva I-V) na condi¢3o controle (circulos) ¢ na
presenca de 10uM de OAG (tridngulos).
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mostrados na condi¢do controle (circulos) e 25 minutos apés a aplicagdo de 10uM de

OAG (tridngulos).

Os efeitos dos diacilglicerdis sobre a corrente de sédio ndo foram
reversiveis mesmo apds a perfusdo prolongada (15-30 min) da célula com a solucdo
controle. O curso temporal dos efeitos de 75uM de DOG (um outro diacilghcerol) no
pico das correntes de sédio em resposta a pulsos de "voltage clamp” para -10 mV
aplicados a partir de -100 mV estd ilustrado na figura 4.4 (cfrculos). Nesta figura,
DOG foi aplicado e retirado em t = 15 min e t = 25 min, respectivamente. Note que a
atenuagdo da corrente de soédio for relativamente rdpida e completa dentro de

aproximadamente 10-15 min e ndo se reverteu durante toda a duracdo do experimento.

Essencialmente, resultados similares ao apresentado na figura 4.3 foram
observados em outros 4 experimentos com 10 pM de OAG e em 5 experimentos com
75uM de DOG (ver tabela I). A redug¢do nos picos das correntes de sédio causada pelo
OAG e DOG foram altamente significativas em relagio ao controle (OAG: P<0.001;
DOG: P<0.001). Os pardmetros de ativagdo e inativagio, Bon e Bh, ¢ as curvas de
ativacdo ndo foram significativamente diferentes nas condicOes controle e fratamento
com estes agentes (ver tabela II). Contudo, os diacilgliceréis desviaram
significativamente a curva de inativagio (curva h) para potenciais mais negativos. Um
desvio para esquerda na curva "h" implica que de alguma forma o processo de
inativacdo do canal de sédio foi acelerado, isto €, num dado potencial, os canais
inativam-se mais rapidamente resultando como efeito final num aumento no graiu de
inativacdo. O resultado de um experimento ilustrando este desvio € mostrado na figura

4.5. Os efeitos do OAG e DOG sobre as correntes de sédio puderam ser tofalmente

eliminados pela pré-exposicio das células a inibidores da protefna quinase C por

aproximadamente 10 minutos. Em quatro diferentes experimentos com 1uM de
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FIGURA 4.4. Curso temporal dos efeitos de ativadores da protefna quinase C sobre o
pico da corrente de sédio em resposta a pulsos de "voltage clamp" para -10 mV
aplicados a partir de -100 mV. O ativador da protefna quinase C foi aplicado e retirado
emt = 15 min e t= 25 min, respectivamente. I/I.ontro1 € © pico da corrente de sédio
normalizado em relacdo ao pico da corrente de sédio em t = 15 min, Circulos: 75 uM

DOG; trisngulos: 4 pM dcido linoleico; quadrados: 4 M dcido oleico.
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FIGURA 4.5. Curvas de inativacdo "h" na condigdo controle (circulos) € 25 min ap0ds a
aplicacio de 10uM de OAG. Curvas de regressdo ndo linear foram ajustadas através

dos pontos experimentais com os seguintes pardmetros de ajuste (ver "Material e

Métodos"): V1/2 = -39.51 mV (circulos) e -52.46 mV (tridngulos); k = 10.18 mV

{(circulos) e 8.41 mV (tridngulos).
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TABELA I: Efeitos de ativadores da proteina quinase C e compostos relacionados sobre

as correntes de sédio®.

SUBSTANCIAS MUDANCAS NO PICO DAS CORRENTES
CONTROLE® 1.2310.06 (5]
DOG [75uM) 0.43:0.01 [5)*
OAG [10pM) 8.40:0.01 5]«
EST. DE FORB.{1iM) 1.15:0.05 (9]
AC. OLEICO [4uM} 2.0010.01 (9]«
AC. LINOLEICO [43M) 0.52 [2) =
AC. LINOLENICO f4uM) 0.82:0.07 [5)*
AC. ARAGUIDONICO {auM] 0.41:0,02 {4+
AC. ELAIDICO 1.25 3
AC. ESTEARICO 1.30 @2

dMudangas relativas na amplitude do pico das correntes (média + erro padrdo, n)
causado por diferentes ativadores da proteina quinase C ou compostos similares em
resposta a pulsos de "voltage clamp” para -10 mV aplicados a partir de -100 mV. As
alteragGes nas correntes de sédio foram avaliadas pela medicdo dos picos das correntes
15 minutos ap6s a condicio de "whole-cell patch clamp” ser obtida pela acdo da

nistatina ("perforated patch™) (controle) e 25 minutos apds a adicdo da substincia ao
banho,

dUm aumento de 23% no pico das correntes de sédio ocorre durante os primeiros 15-
40 minutos do inicio dos experimentos. Este aumento normal deve ser considerado na
avaliacio dos efeitos das substancias relacionadas a protefna quinase C. Os efeitos dos
ésteres de forbol, dcido elaidico e do 4cido estedrico ndo foram significativamente
diferentes da situaco controle (0.57 < P < 0.90). As outras substincias mostradas

nesta tabela alteraram significativamente a amplitude do pico das correntes de sédio (*
0.00003 < P < 0.001).
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estaurosporina, 1 experimento com 0.1uM de calfostina C, 2 experimentos com H7
(50uM) e 1 com polimixina B (200pM), a inibigdo nas correntes de sédio que deveria
ser causada pelos diacilglicerdis (DOG e OAQG) ndo ocorreu. Um experimento tipico
deste grupo estd mostrado na figura 4.6. Nesta figura, tracos das correntes em resposta
a pulsos de "voltage clamp” de -100mV para -10mV sdo ilustrados. A corrente de
menor amplitude foi obtida em condi¢es controle enquanto as correntes subsegiientes,
progressivamente maiores, foram obtidas na presenca de 0.1uM de calfostina C e
0.1puM de calfostina C + 10uM de OAG, respectivamente. Nota-se que a calfostina C
ndo apenas eliminou o efeito inibitério do OAG como também permitiu 0 aumento na

corrente de sédio que ocorre normalmente nas células controle (figura 4.2).

4.4. EFEITO DE ESTERES DE FORBOL SOBRE AS CORRENTES DE SODIO

Esteres de forbol ndo sdo facilmente degraddveis {Stryer, 1988) e desta
forma, sdo mais efetivos do que os diacilglicerdis na estimulagio da protefna quinase
C. Em 9 diferentes experimentos, ésteres de forbo! niio afetaram as correntes de sédio.
A figura 4.7 mostra dois tracos de correntes: um em condicdo controle (corrente de
menor amplitude) e o outro apés a aplicacio de TuM de 12,13 didecanoato de forbol,
Outros ésteres de forbol (12,13-diacetato de forbol e 12-miristato, 13 acetato de
forbol), utilizados na mesma concentracao, ndo anularam o aumentc na corrente de
s6dio e a aceleragdo do curso temporal da ativagdo que normalmente ocorrem dentro

dos 15-40 minutos apds o comego dos registros (veja tabela I e figura 4.2).
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FIGURA 4.6. Efeitos da calfostina C na modulacio das correntes de sodio pelo OAG.
Trés tragos de corrente sdo mostrados em resposta a pulsos de "voltage clamp” de -100
mV para -10 mV. O traco de menor amplitude foi obtido na condi¢io controle (C, 15
min apds o inicio dos experimentos). Os trago do meio e de maior amplitude foram
obtidos apds 10 min de perfusdo com 0.1uM de calfostina C (CfC, t = 25 min) e 20
min ap6s o adicionamento de 10pM de OAG (CfC + OAG, t = 45 min) & solucao

contendo calfostina C.
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FIGURA 4.7. Efeitos de 1um de 12, 13 didecanoato de forbol sobre as correntes de
s6dio. Os dois tracos ilustram correntes em resposta a pulso de "voltage clamp” de -100
mV para -10 mV nas condigdes controle (C, t = 15 min) e 25 min apds a adicdo do
éster de forbol (EF).



4.5. EFEITO DE ACIDOS GRAXOS INSATURADOS (ISOMERO CIS)
(ACIDOS LINOLEICO, LINOLENICO E ARAQUIDONICO) SOBRE AS
CORRENTES DE SODIO

Alguns dcidos graxos insaturados {forma cis) podem ativar proteina
quinase C (Asaoka et al, 1992; Azzi et al, 1992). Pelo menos uma isoforma da proteina
quinase C (proteina quinase C "% ") pode ser especificamente ativada por estes dcidos
graxos insaturados (Asaoka et al, 1992). Neste trabalho, correntes de sédio foram
atenuadas por dcidos Hnoleico, linolénico e araquiddnico e aumentados pelo dcido

oleico. O efeito do dcido oleico serd detalhado mais tarde neste capitulo.

A figura 4.8, painel A, mostra correntes de s6dio em resposta a pulsos
de "voltage clamp” para -10mV e +60mV aplicados a partir de -100 mV (situacdo
controle - correntes de maiores amplitudes) e na presenca de 4uM de dcido linolénico.
O d4cido linolénico diminuiu a amplitude das correntes de sédio. Assim como os
diacilglicer6is, esta inibicdo ndo foi acompanhada por alteracbes de Gon e Bh ¢ da
curva de ativagio. No entanto, de modo similar aos diacilglicerdis, os dcidos graxos
insaturados-cis desviaram a curva de inativagio para potenciais mais negativos (ver
tabela 1f). Adicionalmente, observou-se que, em potenciais mais negativos que 20mV,
a alteracio das correntes foi significantemente maior. Isto € uma distingio bastante
clara entre a reducdo das correntes de sédio induzidas pelo grupo dos diacilgliceréis e a
reducdo causada pelo grupo dcidos graxos insaturados (cis). Na figura 4.9 este ponto
estd melhor ilustrado pelo levantamento dos picos normalizados das correntes

(I/Icontro}) contra o potencial de membrana para os experimentos ilustrados nas figuras

4.2 (circulos) e 4.8 (tridngulos cheios). Enquanto a reducfo causada pelos

diacilglicer6is foi mais forte em potenciai >20mV, a redugdo causada pelos dcidos

47



50 100
mV

FIGURA 4.8. Efeitos de 4pum de dcido linolénico sobre a amplitude das correntes de
sddio. (A) Correntes de sédio em resposta a pulsos de "voltage clamp” para -10 mV
(correntes defletindo para baixo) e +60 mV (correntes defletindo para cima) a partir de
um potencial de -100 mV. Os tridngulos indicam registros obtidos 25 min apds a
exposicdo de dcido linolénico e os circulos indicam registros obtidos na situagio
controle (t = 15 min depois do inicio do experimento). (B) Relagfo corrente-tensdo

(curva I-V) do experimento ilustrado em A.
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FIGURA 4.9. Picos relativos de corrente de sédio (I/Icontrole) na presenca de OAG
(circulos), dcido linolénico (tridngulos) e dcido oleico (quadrados). Os pontos
experimentais foram extraidos dos experimentos ilustrados nas figuras 4.2, 4.8 ¢ 4.12.

Note a diferenca entre a inibicio das correntes de sédio causada pelo OAG e o dcido

linolénico.

49



Tahela 11. Efeitos de diacilglicerdis, ésteres de forbol e dcidos graxos sobre 0s

parimetros de ativa¢do e inativa¢do das correntes de sédio.

CONDIGAD ATIVAGAD INATIVAGAD
EXPERIMENTAL
LAVi2 [mv) K [mV) Bon [ms) AVifZ imV) i {m¥] Th [ms]

Controle[%) ~6.06+2.64 9.58:2.02 0.18:0.01 -1.12:0.68 A.2:0.63 2.83:0.04
DOGIS) -3.8122.20 8.4710.87 D.16+0.803 -22.68+1,67 -9.1210.53 0.64+0.02
OAG{S) -10.04:2.71 9.70+0.92 0.14:0.01 B.40:1.16 -1.53:043 0.64:0.04
E. Forbol(9) -5.9520.76 9.2520.69 0.15:0.01 -1.36:0.37 -7.82+0.77 0.64:0.09
dc. Oleical9) -5.5322.24 8.17:0.74 0.17+0.62 -2.28+0.42 -9.1320.36 1.19:0.15
c. Linoleico(2) -4.75 8.3 0.14 -26.97% -10.62 0.68
ac. Linolénicol%) -8.86+4,19 7.96:1.13 8.15:0.02 ~11.30:2.33%7  -9.22+0.26 0.88:0.08
dc. Araquiddnice(2) 8,77 7.85 0.7 -19.81* -8.79 5.91
#c. Elaidicof2] -4.80 6.85 0.24 -1.60 4.35 1.17
ac. Estedrico[?) -3.44 g.58 0.21 230 -1.67 8.92

Efeitos de diacilglicerdis, ésteres de forbol e dcidos graxos em V'% (potencial onde a
ativacdo ou inativagiio tem a metade de seu valor mdximo), k (inclinag8o das curvas de
ativacio e inativagdo), e Bon e Bh (constantes de tempo da ativacdo e inativacdo,
respectivamente). Estes pardmetros, medidos em -10mV, foram avaliados em t = 15
min (controle) e 25 min apds a exposicdo da célula a substincia {t = 40 min). O
controle mostra a variacio média de V1/2 (eptre t = 15 min ¢ 40 min) e de k (em t =
40) em células que ndo foram tratadas com os compostos. Os asteriscos indicam
diferencas estatisticamente significativas encontradas entre as medicdes nas células do
grupo controle ¢ nas c€lulas tratadas (* P < 6.10‘6; *»* p o< 0.005; *** P < 0.02).
Os valores estdo expressos como média + erro padrdo. As concentragdes das diferentes
substincias sio as mesmas da tabela 1, Ainda que os valores expressos para bon e 6h
tenham sido medidos apenas em -10 mV, os compostos acima afetaram estas constantes
de tempo em outros potenciais. Os mimeros em parénteses apos cada fratamento

representam o nimero de células estudadas
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graxos insaturados-cis foi quase completamente inexistente na mesma faixa de

potencial.

No experimento da figura 4.8 o potencial de reversdo (Vr) calculado foi
de 418 mV. Devido ao fato de que a atenuacfio das correntes de s6dio pelos dcidos
graxos insaturados-cis foi consideravelmente menos efetiva nos potenciais maiores que
+20 mV, parece possivel que estes ativadores da protefna quinase C atenuem
preferencialmente as corrente que medeiam a entrada de sédio na célula. Para examinar
esta possibilidade, experimentos foram feitos com dcidos graxos insaturados-cis
alterando-se adequadamente as solucdes de banho e de pipeta de modo a obtermos
diferentes valores para Vr. Na figura 4.10, a atenuacio relativa dos picos das correntes
de sodio estd apresentada em fun¢do do potencial de membrana em trés experimentos.
Os circulos, quadrados ¢ tridngulos representam os dados obtidos de experimentos onde
o potencial de reversdo calculado foi de +51 mV, 0 mV e +18 mV, respectivamente.
Os tridngulos desta figura sdo do mesmo experimento mostrado na figura 4.8. Uma
observacio interessante foi a que, para os pulsos de "voltage clamp” mais positivos que
o potencial de reversdo, o efeito de atenuacdo do pico das correntes de sodio causado

pelo dcido linolénico ndo existiu.

A atenuacdo causada por estes dcidos graxos insaturados-cis (linoleico,
linolénico e araquiddnico) pdde também ser eliminada com inibidores da proteina
quinase C. Isto estd ilustrado na figura 4.11. Nesta figura mostra-se tracos de correntes
de sédio em resposta a pulsos de despolarizaciio ("voltage clamp”) para -10mV
aplicados a partir de -100 mV. A corrente de menor amplitude foi obtida em condi¢des
controle, a corrente de intensidade intermedidria foi obtida quando em exposicdo a
0.1uM de calfostina C e a corrente de maior amplitude foi obtida ap6s a adicdo de 4uM

de dcido linolénico a solugio contendo a calfostina C. Note que nem a calfostina C nem
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FIGURA 4.10. Picos relativos de corrente de sédio (I/lcontrole) e pulsos de "voltage
clamp”. Nos trés experimentos, 4 pM de dcido linolénico foi usado para atenuar
correntes de sodio. Os tridngulos indicam o experimento ilustrado na figura 4.8 onde o
potencial eletroquimico do sédio (Vyy4) calculado foi de +18 mV. Os quadrados
indicam um experimento com 75 mM de sédio na micropipeta e no banho (Vyg4 = 0
mV). Neste experimento, 35 mM de CsCl da solugdo de micropipeta (intracetular) foi
substituido pela mesma concetracdo de NaCl. Os circulos indicam um experimento
onde 0 Vg + calculado € de +51 mV (20 mM de NaCl na solugéo da micropipeta foi
trocado pela mesma concentracio de CsF, enquanto 75 mM de cloreto de colina na
solucdo externa (banho) foi trocada pela mesma concentragio de NaCl). Note que nos
trés experimentos, as correntes que saem da célula (correntes nos potenciais acima de

Vg -+ ) foram menos atenuadas do que as correntes que entram na c€lula.
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FIGURA 4.11. A diminuicio das correntes de sédio causada pelo dcido linokénico ¢
anulada por inibidores da proteina quinase C. Registros da corrente de s6dio em
resposta a pulsos de "voltage clamp” para -10 mV aplicados a partir de -100 mV na
situacdo controle {C, 15 min ap6s o inicio dos experimento), 10 min apés adicionar 0.1
uM de calfostina C (CfC, t = 25 min) ¢ depois de adicionar 4uM de dcido linolénico a

solugdo contento calfostina C (CfC + Ln, t = 45 min).
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o dcido linolénico + calfostina C eliminaram o aumento dependente do tempo na
corrente que € normalmente observado nestas c€lulas. Em outros 9 experimentos, ©
efeito inibitério dos dcidos graxos insaturados-cis foi eliminado pelo pré-tratamento das
células com 0,1pM de calfostina C (n=3), 50pM de H7 (n=2) ou IuM de

estaurosporina (n=4).

4.6. EFEITO DO ACIDO OLEICO (OUTRO ACIDO GRAXO INSATURADO-
CIS) SOBRE AS CORRENTES DE SODIO

Embora os demais d4cidos graxos insaturados-cis testados tenham
diminuido o pico das correntes de sddio, o dcido oleico aumentou correntes de sédio, e
este aumento pode ser eliminado pelo pré-tratamento das células com inibidores da
proteina quinase C. Este resultado estd ilustrado nas figuras 4.12 ¢ 4.13. A figura 4.12,
painel A, mostra tracos de correntes de s6dio em resposta a pulsos de "voltage clamp” -
10mV (correntes negativas) e +60mV (correntes positivas) aplicados a partir de -100
mV em condicdes controle (cfrculos) e, depois da adigdo de 4uM de dcido oleico para a
solucdo extracelular (tridngulos) por 25 minutos. No painel B da mesma figura estd
mostrado a relacio entre o pico das correntes e o potencial de membrana. Note que 0
aumento nas correntes é maior em potenciais < +20mV. A dependéncia de potencial
para 0 aumento no pico das correntes de sodio causado pelo dcido oleico também estd

ilustrada na figura 4.6 (quadrados).

A figura 4.13 mostra diferentes registros de correntes de s6dio

em resposta a pulsos de “voltage clamp” para -10 mV aplicados a

54



100

FIGURA 4.12. Aumento das correntes de sédio causada pelo dcido oleico (4uM). (A)
Registros de correntes em resposta a pulsos de "voltage clamp” para -10 mV (correntes
defletindo para baixo) e +60 mV (correntes defletindo para cima) aplicados a partir de
-100 mV. Na condicdo controle {t = 15 min, cfrculos) e 25 min apds a aplicagdo do

dcido oleico (tridngulos). (B) Relacdo corrente-tensio (curva I-V) do experimento

tlustrado em A.
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FIGURA 4.13. O efeito do dcido oleico ¢ anulado por inibidores da protefna quinase
C. Registros de correntes em resposta a pulsos de "voltage clamp” para -10 mV
aplicados a partir de -100 mV obtidos na situagdo controle (C, t = 15 min), 10 min
apds a aplicacio de 1 yuM de estaurosporina (E, t = 23 min) ¢ com estaurosporina €
4uM de dcido oleico (E + Ol, t = 45 min).
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partir de -100 mV. O traco de menor amplitude foi obtido em condi¢des controle (t =
15 min) enquanto que os traco de amplitude intermedidria e de maior amplitude foram
obtidos apds 10 minutos de perfusao das células com 0.1 pM de estaurosporina (T =
25 min) e 25 minutos apos adicionar 4cido oleico (T = 50 min) ao sistema de perfusdo,
respectivamente. Nestas condigbes, os aumentos na amplitude da corrente de sodio
foram iguais aos do controle medido nos mesmos tempos (T = 15, 25 ¢ 50 min).
Resultados similares foram obtidos em experimentos com 0.1xM de calfostina C e em
dois experimentos com H7 (50uM). O dcido oleico ndo afetou os outros parametros das
correntes. Desta forma, o efeito observado ficou limitado apenas ao aumento na

amplitude das correntes de sédio.

4.7. EFEITO DOS ACIDOS GRAXOS INSATURADOS (ISOMERO TRANS) E
ACIDOS GRAXOS SATURADOS NAS CORRENTES DE SODIO

Acidos graxos insaturados-trans e dcidos graxos saturados ndo ativam
proteina quinase C (Asaoka et al, 1992). Os dcidos elaidico (3 experimentos), estedrico
(2 experimentos) e miristico (1 experimento) ndo afetaram as correntes de s6dio em
células de neuroblastoma de camundongo (ver tabela II). Estes resultados apdiam a
idéia de que os dcidos graxos insaturados (forma cis) alteram a corrente de sédio por

ativacdo da protefna quinase C.
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4.8. EFEITO DOS DIACILGLICEROIS SOBRE A ATIVIDADE ELETRICA
DOS CANAIS DE SODIO: MODELO ESTOCASTICO.

Para maior clareza dos resultados apresentados a seguir, descreve-se a

teoria biofisica a partir da qual direcionou-se 0s experimentos.

Em um dado momento e em um dado potencial de membrana, a

condutincia das correnies macroscopicas de sédio (GNa) € dada por:

GNa(V.,t) = gNa(V).n.Po(V,1)

onde, $Na € a condutincia de um vnico canal, n € o nimero de canais e Po € a

probabilidade do canal de sGdio estar aberto.

Uma diminuicdo na GNa pode ocorrer em consegiiéncia da diminuico
de um ou mais destes parimetros. Devido ao fato de que a condutdncia de um canal
unitdrio ndo parece ser afetada pela ativagdo da proteina quinase C (Schreibmayer
et.al., 1991; Numann et.al, 1991; Benz et.al., 1992) e a que atenuacdo da GNa causada
por ativadores da proteina quinase C em células N1E-115 mostrou-se dependente do
potencial (figura 4.9; Godoy ¢ Cukierman, 1994), uma diminui¢do em gNa e/ou n néo
explicaria a atenuaciio nas correntes de sodio induzidas por diacilgliceréis. Além disso,
apenas uma diminuicio em gNa e/ou n ndo explicaria o desvio para esquerda da curva

de inativacdo "h" (figura 4.5).

Deste modo, nds avaliamos a possibilidade de que a ativacdo da proteina

quinase C por diacilglicerdis atenue GNa por meio de uma diminui¢io de Po. O

diagrama cinético abaixo representa trés estados nos quais o canal de sédio pode ser
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encontrado (fechado, aberto e inativado). As transicOes destes estados sdo governadas
por constantes de taxas de primeira ordem e o estado inativado € um estado absorvente
do qual os canais podem se recuperar somente apds o potencial de membrana ter sido
retornado ao valor de repouso (Hodgkin ¢ Huxley, 1952; Armstrong e Bezanilia, 1977,

Bezanilla e Armstrong 1977; Bean, 1981; Aldrich e Stevens, 1983; Vandenberg e
Horn, 1984):

Kfa
N
FECHADO ABERTO
<
Kaf
Kfi Kai
INATIVADO

Alteragdes nas constantes de taxa de transicdo podem independentemente
atenuar as correntes de s6dio. A figura 4.14 mostra as consegiiéncias de modificagdes
nas diferentes constantes de taxa de transi¢do do esquema acima em GNa (ou Po) (ver
apéndice 2). Tanto a diminui¢do de Kfa (painel A), quanto o aumento de Kaf (painel B)
ou o aumento Kai (painel C) conduzem a atenuacdo das correntes de sédio (ver legenda
na figura 4.14). Contudo, em cada um desses casos hd uma profunda variagio no curso
temporal de GNa. Estas caracteristicas ndo foram observadas quando as correntes de

sodio foram atenuadas pela ativagdo da proteina quinase C por diacilgliceréis (Godoy ¢
Cukierman, 1994). Contudo, se mais canais inativam-se diretamente do estado fechado

(aumento de Kfi), a atenuacdo de GNa ocorre sem alteragOes aprecidveis em seu curso
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Figura 4.14. Simulagbes do curso temporal da condutincia macroscdpica de sdédio
{GNa) baseadas no modelo biofisico (F <==2> A —> I). Nos paineis de A a D as
curvas solidas representam os cursos temporais de GNa obtidas na condi¢io controle
com as seguintes constantes de taxa (em ms™l): Kegg =20, Kpp =0, Ky = 2, Kgg = 0
(Valores inspirados em modelos desenvolvidos por Bezanilla ¢ Armstrong, 1977, e
Aldrich et al, 1983). Estas simulagdes sao apropriadas para potenciais > -10 mV (GNa
€ mdxima ou préxima da mdxima ¢ o0 desvio na curva de ativacdo dependente do tempo
ndo vana significativamente o curso temporal das correntes de s6dio). Nos painéis de A
a D, as alteracOes nas constantes de taxa foram feitas de modo a obter um decréscimo
de 50% no pico da GNa (curvas pontithadas). (A) Diminuicio de Ky, de 20 para 3
ms1; (B) Aumento de K ¢ de 0 para 20 ms-1; (C) Aumento de K, de 2 para 13 ms-1
¢ (D) Aumento de Kg; de O para 20 ms 1. No painel central as correntes de s6dio em
resposta a pulsos de "voltage clamp” de +30 mV aplicados a partir de -100 mV sfo
mostradas na condi¢do controle (t = 15 min, curva contifnua) e depois da aplicacio de

25uM de DOG (Curva pontilhada). Em todos os painéis ilustra-se, em escala menor, as

condutincias ou as correntes normalizada pelo seu respectivo valor de pico.



temporal (paine! D). O painel central na figura 4.14 ilustra o curso temporal das
correntes de sédio em resposta a um pulso de “voltage clamp” para +50mV aplicado a
partir de -130mV em condicdo controle (linhas continuas) e, apos 25min de aplicacdo
extracelular de 25uM de DOG (linhas pontithadas). Note que a atenuacdo da corrente
de sédio ndo é acompanhada por alteracOes significativas em seu curso temporal. Esta
caracterfstica € melhor observada quando estas correntes sdo normalizadas em relagdo
aos seus respectivos valores de pico (inserido no painel central). A grande similaridade
entre a reducdo € o curso temporal das correntes de sédio induzidas pelos diacilglicerdis
(painel central na figura 4.14, veja também figura 4.2 e Godoy e Cukierman, 1994) ¢ a
reducio da amplitude e o curso temporal de GNa quando Kfi € aumentado (painel D)
conduziu-nos & hipdtese de que a atenuagio das correntes de sdédio induzida pela
ativaciio da proteina quinase C por diacilgliceréis € predominantemente causada por um
aumento do nimero de canais de sédio que passam diretamente do estado fechado para
o estado inativado (aumento em Kfi). Tal hipétese conduz as seguintes predigdes: 1) o
desenvolvimento da inativaco da corrente de s6dio se tornaria consideravelmente mais
rdpido ap6s o tratamento com diacilglicerdis , 2) a eliminacdo da inativa¢do anulana a
atenuacdo das correntes de sidio por diacilgliceréis e, 3) o aumento no processo de
inativacao diretamente a partir do estado de repousoc deveria ser observado em um

canal de sédio unitdrio.

4.8.A. Efeito do diacilglicerol sobre a taxa de inativacgio das correntes de sédio.

O curso temporal da inativagdo da corrente de sodio foi medida pelo

fevantamento da curva de Ir (pico da corrente de sodio precedido por um pré-pulso de
duracdo varidvel normalizado pelo pico da corrente de sodio sem pré-pulso) para

diferentes duracoes de pré-pulso. Com esta curva podemos observar o nivel de
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inativagdo que uma determinada durac¢do do pré-pulso produz na corrente de sédio. A
figura 4.15 mostra os resultados de experimentos em 5 células diferentes nos quais a
aceleracao da inativagio foi medida antes (sitvagdo controle) e depois da aplicacio de
25 uM de OAG por 10 minutos. Nesta figura, os pontos experimentais foram ajustados
por uma equacdo exponencial que permite medir a constante de tempo de inativagio
(ver legenda da figura para equacfio e pardmetros de ajuste). Aplicando um pré-pulso
para -60mV, a constante de tempo de inativa¢do diminuiu na presenga de OAG de 58.8
para 27.7ms (uma diminuic3o de 2 vezes) e, aplicando um pré-pulso de -30mV, a
diminui¢do da constante de tempo de inativagdo causada pelo OAG foi de 17.6 para

4 .9ms (uma diminuicio de 3.6 vezes).

O resultado apresentado na figura 4.5 (desvio na curva de inativagdo
para esquerda) € sugestivo de que a atenuagdo das correntes de sédio induzidas por
diacilglicerdis ocorre como uma consegiiéncia do aumento na taxa de inativagdo dos
canais de s6dio. Este aumento na taxa de inativacdo poderia ser devido a um aumento
no mimero de canais indo diretamente do estado fechado para o inativado (F -> 1) e¢/ou
um aumento no mimero de canais indo do estado fechado para o estado inativado
passando pelo estado aberto (F -> A -> I). Na figura 4.14 foi mostrado que um
aumento na taxa de inativacdo dos canais via estado aberto (F -> A -> I} deveria
OCOTTEr COM um aumento na taxa de decaimento ¢ uma diminuicdo significativa na
durac@o da corrente de sédio. Assim, se esta fosse a principal via de inativagdo pelo
qual os canais sdo afetados por DOG, seria esperado que a atenuaglio das correntes de
sddio fosse acompanhada por um aumento na taxa de decaimento das correntes
macroscépicas e um encurtamento em sua duracdo. Isto ndo ocorre (figuras 4.2 e 4.3;
Godoy e Cukierman, 1994). Contudo, um aumento na taxa de inativagdo dos canais de
sodio diretamente do estado inativado (F -> ) ndo seria acompanhado por alteragdes

significativas no curso temporal das correntes de s6dio (veja figura 4. 14, painel D).
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Figura 4.15. Acelerago da inativagao causada por 25uM de DOG. Pulsos de "voltage
clamp” para +50 mV foram aplicados apds pré-pulsos de "voltage clamp” com
intervalos varidveis em -60 mV (painel A) e -30 mV (painel B) aplicados a partir de -
130 mV. Em cada painel ilustra-se os picos de corrente de s6dio normalizados pelos
picos de corrente de s6dio sem o pré-pulso (Ir) em fun¢do da duracio do pré-pulso.
Cada ponto representa a média + erro padrdo de § c€lulas. As curvas foram ajustadas
pela equagdo: It = a. exp (-UB) + b. Painel A, a = 0.66, 6 = 58.8 ms, b = 0.34
(cfrculos) e a = 0.76, 6 = 27.7 ms, b = 0.22 (quadrados). Painel B, a = 0.91,% =
17.6 ms, b = 0.15 (cfrculos) € a = 0.90, 5 = 4.8 ms, b = 0.16 (quadrados).
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O aumento na taxa de inativacdo causado pelos diacilgliceréis €
dependente do potencial, sendo mais pronunciado nos potenciais mais positivos
(compare os painéis A e B na figura 4.15). Isto poderia explicar o desvio para a
esquerda na curva de inativagdo das correntes de s6dio: em potenciais menos negativos,
mais canais iriam ser inativados apés um dado intervalo ma presenca de DOG,
resultando numa diminui¢dc no mimero de canais disponiveis para ativacdo no pulso

teste.

Em vista dos pontos mencionados acima e no sentido de buscar um
mecanismo biofisico simples, parece razodvel sugerir que a via critica envolvida na
atenuacdo das correntes de sédio induzida pela protefna quinase C seria um aumento na
constante da taxa cinética governando a transi¢io entre os estados fechado e inativado
(Kfi). E possivel reproduzir a forma de onda das correntes de sédio atenuadas pelos
diacilglicerdis por meio de combinagdes de diferentes valores para as constantes de taxa
de transicdo e, ndo apenas a alteracdo em wma unica constante de taxa de transicio
como foi efetuado na figura 4.14. Contudo, se a inativacio das correntes de sédio for
removida e, neste caso, compostos de diacilglicerol ndo atenuarem as correntes de
sédio, teremos uma forte evidéncia de que a redugdo das correntes de sodio por este
composto estd intimamente relacionada ao processo de inativacdo dos canais de sddio, e
ndo  cindtica de abertura e fechamento dos canais. Este fato € conceitualmente
relevante devido ao fato de que podemos limitar o mimero de possibilidades cinéticas
que explicariam a diminui¢io em Po pela ativagdo da proteina quinase C induzida por

diacilglicerdis.



4.8.B. Efeito da aplicagio de DOG sobre correntes de sédio com a inativacio

removida pela batraquiotoxina (BTX)

Antes de considerar os efeitos do DOG sobre as correntes de sédio que
ndo sofrem inativacdo, € necessdrio considerar os efeitos do removedor de inativagdo
utilizado. Utilizou-se o alcaldide BTX para remocdo da inativacdo das correntes de
sédio tendo em vista sua vasta caracterizacdo nas c€lulas utilizadas neste estudo, e em
outras linhagens de células (Huang et al,1982; Tanguy e Yeh,1991). Assim,
apresentamos os resultados mais relevantes para a avaliago dos efeitos do diacilglicerol
sobre as correntes de s6dio que tiveram a inativacdo removida por BTX (figura 4.16).
Ap6s a estabilizacio da célula (t=0), 0.5uM de BTX foi aplicado externamente 2
solucio de banho. Pulsos de 2ms de -130 para +50mV foram aplicados com frequéncia
de 100Hz por 5-10min. Este protocolo foi necessdrio tendo em vista que o alcaldide
BTX remove a inativacdo das correntes de sédio ligando-se preferencialmente a canais
em estado aberto (Khodorov e Revenko, 1979; Huang et al., 1982). A perfusdo com
BTX foi interrompida apds a remogdo da inativacdo ser obtida. O painel A da figura
4.16 mostra as correntes de sédio em resposta a pulsos de potencial de -130 para -20
(correntes que fluem de fora para dentro da célula; negativa) e +50mV (correntes que
fluem de dentro para fora da célula; positiva) nas condi¢des controle e 15min apds a
inativagiio ter sido removida pela BTX. Note a longa duracdo da corrente painel A. A
figura 4.16, painel B, ilustra a curva I-V normalizada representando a média de 4
experimentos distintos com BTX. Os circulos cheios sdo registros do controle obtidos
em t=0 (inativacdo intacta), enquanto os quadrados e circulos vazios mostram as
curvas 1-V em t==30 e t=15min (correntes de sodio sem inativagio), respectivamente.
Foi demonstrado anteriormente em outras preparaghes, incluindo c€lulas NIE-115

(Huang et al., 1982; Gonoi e Hille, 1986), que a acdo da BTX estd associada com o
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FIGURA 4.16. Remogio da inativagdo do canal de s6dio pela batraquiotoxina (BTX).
(A) Registros de correntes de sodio em resposta a pulsos de "voltage clamp" para -20
mV (correntes defletindo para baixo) ¢ +50 mV (correntes defletindo para cima)
aplicados a partir de -130 mV. Note que para cada par de registros, um deles foi obtido
com a inativa¢do intacta e o outro com a inativagio removida na mesma célula. (B)
Relages corrente-tensdo das correntes que inativam-se normalmente (circulos cheios) e
15 min {circulos vazios) e 30 min (quadrados) apds a remogdo da inativacdo dos canais
de s6dio. Os circulos cheios representam picos de corrente de sédio enqguanto os
simbolos vazios foram medidos 25 ms apds aplicacio dos pulsos de -20 mV ¢ +50
mV. (C) Curvas de inativagio "h" para os canais de s6dio nas condigdes controle
(simbolos cheios; média + erro padrio, n = 4) e ap6s a remogdo da inativagdo
(circulos vazios). A curva "h" foi ajustada aos pontos experimentais com 08 seguintes
parametros (ver "Material ¢ Métodos™): V1/2 = -21.9 mV ek = 8.48 mV; (D) Curva
de ativacio "m" das correntes de s6dio nas condigBes controle (circulos cheios), e 13
min (cfrculos vazios) e 30 min apds a remogio da inativagdo (quadrados), médio +
erro padrio (n = 4). As curvas "m" foram ajustadas aos pontos experimentais com 0s
seguintes pardmetros: V1/2 = -22.1 mV (circulos cheios); -60.5 mV (circulos vazios) e

-70.0 mV (guadrados); k = -6.8 mV (circulos cheios); -8,24 mV (circulos vazios) € -
8.41 mV (quadrados).



deslocamento da curva 1-V para potenciais mais negativos (Huang et al., 1982; Tanguy
e Yeh, 1991). Devido ao fato de que os efeitos dos diacilglicerGis nas correntes de
sédio foram avaliados entre t=15 e 30min, € importante levar em consideragdo que
durante este intervalo hd um deslocamento no controle de -9.5mV na curva de ativagio
do canal de sédio (veja painel D). As curvas "h" do controle (circulos cheios) e das
células tratadas do BTX (circulos vazios) estdo apresentadas no painel C da figura 4.16.
Estes resultados indicam que a inativagdo das correntes de s6dio em células N1E-115
foi removida pela BTX de modo bastante similar ao que tem sido obtido com estas

células em outros trabathos (Huang et al., 1992).

A figura 4.17 mostra os efeitos de 25uM de DOG sobre as correntes de
s6dio com inativacdo removida pela BTX. No painel A, as correntes de sédio foram
eliciadas por pulsos de "voltage clamp” de -130 para -20mV (correntes negativas) e
+50mV (correntes positivas). Note que DOG ndo atenuou as correntes de sédio que
ndo se inativam; enquanto que para +50mV as correntes de s6dio em presenca de
inativacio foram atenuadas em 55-60%, apGs a remogdo da inativagao, as correntes de
s6dio praticamente ndo sdo atenuadas. O painel B mostra a curva I-V completa para
este experimento: os circulos foram obtidos em 1= 15min (controle, correntes de sodio
que ndo se inativam), ¢ em t=30min (15 min depois da aplicaco de 25pM DOG).

Para os pulsos de potencial mais positivos que -50mV, as correntes de sédio ndo foram

atenuadas. Resultados semethantes foram encontrados em mais trés células.

O aumento das correntes de sédic que € observado para os pulsos de
potencial mais negativos que -50mV pode ser explicado por um desvio normal da curva
de ativacdo que ocorre na auséncia de DOG (veja figura 4.16, painel B) e assim, nao
parece ser um efeito do DOG. De fato, o deslocamento da curva de ativagéo observado

apés o tratamento com DOG em correntes de s6dio que ndo se inativam
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FIGURA 4.17. Efeitos de 25uM de DOG em correntes de sédio que ndo se inativam.
(A) Correntes de s6dio em resposta a pulsos de "voltage clamp” para -20 mV (tragos de
corrente defletindo para baixo) e +50 mV (tragos de corrente defletindo para cima)
aplicados a partir de -130 mV. Note que as correntes registradas antes e apos
tratamento com DOG estfio superimpostas. {B) Curvas I-V de correntes de s6dio que
n3o inativam levantada em t = 15 min (circulos, controle) ¢ 30 min (15 min apds
aplica¢io de DOG, quadrados). Os pontos representam medigOes feitas 25 ms apés a
abertura do pulso de -20 mV e +50 mV. Note que o desvio para esquerda na curva -V
ndo ¢ causado pela aplica¢do do DOG mas sim uma caracteristica dependente do tempo

da acdio da BTX nas correntes de sédio (vide Fig. 4.16).
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(-11.3 + 0.05mV, n=4) ndo foi notado em células que ndo foram tratadas com
ativadores da protefna quinase C (-9.5 + 0.03mV, n=4). Se compararmos as figuras
4.3, painel B € 4.17, painel B, podemos observar uma ampla faixa de potencial onde,
sob a acdio de diacilglicerol, as correntes de sédio sdo atenuadas apenas quando a
inativacio estd presente. Uma interpretacio alternativa para os resultados apresentados
na figura 4.17 € que a BTX de algum modo anula a fosforilagio do canal de sédio pela
protefna quinase C e/ou por um componente intracelular desconhecido capaz de
modular o canal. Ndo podemos eliminar inteiramente esta possibilidade, e futuramente
serd importante determinar por meios bioquimicos se o canal modificado pelo BTX ou
outra proteina modulat6ria do canal modificada pelo BTX, poderia ser fosforilado pela

proteina quinase C.

4.8.C Registros em canais individuais: Efeito de diacilglicerol sobre canais de

sédio individuais

Lawrence et al. (1991) e Aldrich e Stevens (1983) mostraram ser
possivel estimar a porcentagem de canais que inativam-se diretamente a partir de seu
estado de repouso, com base no histograma dos eventos de abertura em amostragens de
corrente de canais de sodio individuais. Basicamente, a porcentagem de canais
inativando diretamente a partir do estado de repouso € dada por uma equacdo derivada
da aplicagdo da teoria de cadeias de Markov sobre um esquema cin€tico idéntico ao
adotado para o modelo estocdstico neste trabatho. Esta equagio assume, no caso de

mais de um canal no "patch”, que os canais sdo idénticos e independentes:

Pgp = fragdo de tragos em branco,
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onde P € a probabilidade de inativacdo direta do canal do estado de

repouso.

Ppp = Py *Ppp2 * PR13 ™" PRin
onde Pgy1, Prp2s PRI3 5 Pgjy, $30 as probabilidades individuais de

inativacao direta do estado de repouso dos canais 1, 2, 3, ..., n.

Assumindo que os canais sejam idénticos e independentes:

Pgr = Pepp = P = PR3 =--...= PE =P,

Assim:

Pgy = PP = fracdo de tracos em branco, portanto

P = D fracio de tragos em branco

onde n € o nimero de canais no "patch”

Como o numero de canais dentro do "patch” nos nossos experimentos foi
1 (um), a fracio de tracos sem aberturas de camal representa a probabilidade de
ocorréncia de inativaco de canais diretamente a partir do estado de repouso. O painel
A da figura 4.18 ilustra tracos de correntes de um "patch” de membrana com um Gnico
canal de sodio. Estes tracos foram tomados em resposta a pulsos de despolarizagéo de -
100mV para -20mV nas condi¢des controle e apds 6 min da aplicagio do 25pM de

DOG. A condutancia do canal € calculada a partir da expressao:

GNp = Ip/ (Vc-Ve),
onde Ip ¢ 0 valor médio da corrente quando o canal estd aberto e Ve e

Ve sio 0s potenciais de "clamp” e de equilibrio para o fon sédio, respectivamente.
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FIGURA 4.18. No painel A ilustra-se registros tipicos da corrente de sodio registrados
de um canal unitdrio ("single channel") em resposta a pulsos de despolarizacio de -100
mV para -20 mV. A técnica utilizada foi a de "cell-attached patch clamp. No painel B
ilustra-se o histograma (em -40 e -20 mV) da fra¢do de tragos que apresentaram (ou
ndo) aberturas de canal de sédio durante a aplicacio de 100 pulsos de 10ms (protocolo
ilustrado no painel A para -20mV). As letras "B" e "O" no histograma representam
tracos brancos e tragos com abertura de canal, respectivamente. As barras brancas
representam as fragGes obtidas apds 15 minutos de estabilizagio da célula na
configuracio de "cell-attached patch clamp® {controle) ¢ as barras hachuradas

representam as fragdes apés 6 minutos da aplicacao de 25 uM de DOG.
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Neste experimento, a condutincia foi estimada em aproximadamente
15pS em ambas as condigdes (controle e tratado). O painel B da figura 4.18 ilustra o
histograma da fragdo dos tragos onde ndio ocorrem aberturas do canal (B) e da fracdo
de tracos onde ocorreram abertura do canal (O) em dois potenciais de membrana (-
40mV e -20mV). Em cada experimento, 100 tracos foram obtidos na situagdo
"controle” e 100 tracos apds a aplicagio de 25uM de DOG por 6 minutos. Em -40mV,
fracdo de tragos no qual n3o ocorreu abertura do canal aumentou de 0.9 na condi¢ao
controle para 0.99 apds a aplicagdo do DOG. Em -20mV, a fragio de tragos no qual
nio ocorreu abertura do canal aumentou de 0.50 na condigdo controle para 0.77 apés a
aplicacio do DOG. A fracdo de tragos nos quais ocorrem abertura do canal €
complementar a fragdo mencionada acima em cada caso. Resultado semelhante foi
encontrado em outro experimento (ver tabela II). Nao observamos efeito do tempo nas

correntes durante o perfodo estudado (tabela 111).
O resultado experimental obtido na figura 4.18 € compativel com a

hipdtese de que a atenuagdo da corrente de sodio causada pelo DOG € devida a um

aumento no ndmero de canais que se inativam diretamente do estado fechado (repouso).
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TABELA I11- Efeito da aplicacio de 75 pM de DOG sobre a abertura de canais de

s6dio unitdrios.
e AR R T T
I EFEITO DO DOG (Fragho de tragos em branco)
| CONTROLE DOG
0.90 _ 099
0.5 0.77
093 0.98
052 0.82

EFEITO DO TEMPO (Fragio de tragos em branco)
CONTROLE (T =0 min) CONTROLE (T = 10 min)
, L40mV] 0.89 091
CELULA 3
L20m V) 0.77 0.58

73



5. DISCUSSAO

A fosforilacdo do canal de sédio por protefna quinases representa um
importante mecanismo fisiol6gico pelo qual a excitabilidade celular pode ser modulada
(Kaczmarek, 1988). A protefna quinase C & capaz de fosforilar o canal de sédio in
vitro (Costa e Catterall, 1984). Esta enzima pode ser ativada por diferentes compostos
quimicos (Azzi et al, 1992). Na célula intacta, a fosforilagdo do canal de sédio pela
ativacdo da proteina quinase C é um mecanismo celular que envolve a elevagio do nivel
intracelular de diacilglicerol, como conseqiiéncia da estimulagdo de receptores o
adrenérgicos ou colinérgicos por mediadores quimicos (adrenalina, noradrenalina ou
acetilcolina) do sistema nervoso central. O diacilglicerol atua como segundo
mensageiro para ativagio da protefna quinase C, ou seja, como um ativador desta
quinase (Azzi et al, 1992). Os 4cidos graxos insaturados-cis e 0s ésteres de forbol
também ativam a protefna quinase C. Embora sejam compostos enddgenos, os dcidos
graxos insaturados-cis ndo parecem participar da via de ativagdo da proteina quinase C
envolvendo o diacilglicerol. Uma outra classe de ativadores da proteina quinase C, os
ésteres de forbol, sdo compostos artificiais (produzidos sinteticamente). Neste trabalho,
estudamos o efeito da aplicagio desses ativadores da protefna quinase C (diacilglicerds,
dcidos graxos insaturados-cis e ésteres de forbol) sobre a fungdo do canal de sédio.
Para isso, utilizamos diferentes técnicas de "patch clamp™ ("perforated patch clamp” €
"cell-attached patch clamp”) para registro de correntes de sédio em células de

neuroblastoma de camundongo (N1E-115).

A técnica de "perforated patch clamp” permitiu registros de correntes
macroscépicas de sodio em uma condicdo bastante préxima a fisioldgica. Isto deve-se

ao fato de que o acesso elétrico ao interior da célula foi obtido através de poros abertos
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pela nistatina no "patch” de membrana. Estes poros permitem apenas a passagem de fon
monovalentes (Horn e Marty, 1988), o que permite manter 0 meio intracelular

razoavelmente intacto.

A técnica de "cell-attached patch clamp” permitiu registros de corrente
de sédio em canais unitdrios. Devido ao fato de que, com esta técnica, 0 "patch” de
membrana na pipeta ndo € perfurado ou rompido, o meio intracelular foi também
mantido intacto. Cuidados especiais com a composigio das solugdes de banho (alta
concentracio de potdssio) e de pipeta (alta concentragio de sédio) foram tomados para
obtermos um controle apropriado do potencial através do patch de membrana na ponta
do eletrodo e uma boa relacdo sinal/ruido nos registros da corrente de s6dio. A alta
concentracdo de potdssio no banho foi calculada de modo que, inicialmente, 0 potencial
de toda a membrana ficasse anulado (¢ 0 mV). Desta forma, quando a ponta do eletrodo
tocasse a superficie da célula e se formasse o giga-selo, o potencial do "patch” de
membrana dentro da pipeta poderia ser considerado praticamente igual ao potencial da
pipeta. A alta concentrago de s6dio na pipeta permitiu que a amplitude da corrente de

sédio fosse detectdvel pelo sistema de medicdo utilizado.

A conclusio mais importante referente aos estudos efetuados para a
caracterizacdo dos efeitos da ativagdo da protefna quinase C sobre os canais de sédio foi
a de que diferentes ativadores da proteina quinase C podem modular o canal de sédio
de maneiras diferentes numa mesma linhagem de célula. Os diacilglicerdis e os dcidos
graxos insaturados-cis (exceto o #cido oleico) atenuaram as correntes de sodio,
enguanto o 4cido oleico aumentou as correntes de sodio. A atenuagdo das correntes de

sédio provocada pelos diacilgliceréis ou pelo dcidos graxos insaturados-cis foi

acompanhada por um desvio significativo da curva de inativacao (curva "h") para

potenciais mais negativos, enquanto que a curva de ativacio e as constantes de tempo
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de ativacio e decaimento (curva "m", Bon e ©h, respectivamente) permaneceram
essencialmente sem modificacdes. Surpreendentemente, os ésteres de forbol,
conhecidos como os mais potentes ativadores da protefna quinase C, ndo afetaram as

correntes de sédio.

Para reducio da corrente de sédio pela ativagdo da protefna quinase C
observou-se que apenas um unico resfduo de aminodcido necessita ser fosforilado:
serina entre os dominios ITI e IV da protefna do canal de sédio de cérebro de rato (West
et al, 1991). Uma lentificacdo na inativagdo do canal de sddio (desvic na curva de
inativacio para potenciais mais positivos) foi observada por West et al (1991) e
Numann et al (1991). O desvio na curva de inativacdo descrito por estes aufores foi,
portanto, na dire¢do oposta ao desvio observado em nosso caso. No momemto nao
podemos explicar as causas desta diferenca, pois experimentos adicionais seriam
necessdrios para verificar se, no nosso caso, a ativagdo da protefna guinase C estd
realmente envolvendo a fosforilacio do mesmo residuc serina entre os dominios IHl e
IV da protefna do canal. Contudo, os resultados dos experimentos, oS quais 0 processo
de inativacio foi avaliado (fig. 4.15, capftulo "Resultados™), mostram uma clara
aceleracdo na inativagio do canal de s6dio apds a aplicacio de diacilglicerol. Esta
aceleracdo € consistente com o desvio para esquerda da curva de inativagdo Qbserv'ada

em nossos experimentos.

Reducdo da corrente de s6dio, sem alteragio da curva de inativacdo da
corrente, por dcidos graxos insaturados-cis (incluindo © dcido oleico) tem sido
observada quando estes dcidos sdo aplicados no lado extracelular (Wieland et al, 1992;
Linden e Routtenberg, 1989). No nosso caso, embora também tivessemos aplicado os
dcidos graxos do lado extracelular, observamos que a reducdo na corrente de sodio

causada pelos dcidos graxos insaturados-cis (menos o dcido oleico) foi acompanhada
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pelo desvio para esquerda na curva de inativacio do canal de sddio. Este desvio
causado pela adicio de dcidos graxos insaturados-cis também foi observado com
diacilgliceréis, sugerindo um possivel mecanismo comum para modulagdo do canal de
s6dio por estes dois tipos de ativadores da protefna quinase C. Contudo, nao podemos
perder de vista que a inibigdo da corrente de sédio causada pelos diacilgliceréis teve
caracteristicas diferentes daquela causada pelos dcidos graxos insaturados-cis. A
inibicdo causada pelos diacilglicer6is foi monotonicamente dependente do potencial de
membrana, sendo mais intensa nos potenciais mais positivos, enguanto que os dcidos
graxos insaturados-is atenuaram preferencialmente as correntes de sédio que entram na

célula.

No presente trabalho, o aumento das correntes de s6dio provocado pelo
4cido oleico ndo foi acompanhado por outras alteragdes nas correntes. O aumento da
corrente de sodio pela aplicagdo de dcido oleico jé foi previamente observado em célula
muscular esquelética humana (Weiland et al, 1992). Contudo, de maneira oposta ao
nosso caso, neste trabalho o dcido oleico ndo afetou as correntes de s6dio quando
aplicado do lado extracelular e aumentou as correntes de sodio somente quando
aplicado do lado intracelular. Ndo hd uma justificativa esclarecedora para os efeitos
observados para o 4cido oleico. Considerando-se que o dcido oleico pode ativar
predominantemente as isoformas da protefna quinase C que sao independentes do fon
cdlcio (Khan et al, 1993), paréce razodvel supor que os efeitos observados para o dcido
oleico poderiam ser menos dependentes do cdlcio intracelular do que aqueles causados
por outros ativadores da protefna quinase C. Esta suposi¢do ndo explica como o dcido
oleico pode estar afetando o canal de sédio. Porém, esta suposicio estd de acordo com

a idéia de que a ativagdo da proteina quinase C por diferentes agonistas pode envolver

outros fatores intracelulares que irdo afetar o efeito final do agonista. Neste caso
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especffico, os mecanismo celular envolvendo o 4cido oleico poderia ser, supostamente,

diferenciado pelo seu grau de dependéncia ao célcio.

Os efeitos dos diversos ativadores da proteina quinase C estudados neste
trabalho puderam ser totalmente bloqueados pelo pré-tratamento das células (10 a 15
min) com inibidores da protefna quinase C. Os inibidores da protefna quinase C nao
modificaram as correntes de sédio quando aplicados sozinhos, ou seja, 08 inibidores per
se ndo alteraram a corrente de sédio. Adicionalmente, os dcidos graxos saturados ¢ os
insaturados-trans (que ndo ativam a protefna quinase C) ndo afetaram as correntes de
s6dio, 0 que representa uma evidéncia de que 0s efeitos observados para os 4cidos

graxos insaturados-cis parecem ser devidos 2 ativacio da protefna quinase C.

As alteracdes causadas pelos ativadores da protena quinase C nas
correntes de sodio foram irreversiveis dentro do perfodo de duragdo dos experimentos.
A natureza hidrofébica dos ativadores da protefna quinase C poderia explicar esta
irreversibilidade. Estes compostos poderiam provavelmente ligar-se a outras estruturas
intracetulares, dificultando sua difuso para fora da célula e conseqiiente interrﬁpgﬁo da
ativacio da protefna quinase C. Em conjunto, estes resultados sugerem que as
alteraches nas correntes de sddio causadas pelos diacilglicerdis e dcidos graxos
insaturados-cis sejam realmente mediadas pela fosforilacao do canal de sédio induzida

pela ativagio da protefna quinase C.

A ativacdo da protefna quinase C tem sido associada & atenuagdo das
correntes de sédio em diferentes linhagens de células (Catterall, 1992; Sigel e Bauer,
1988; Wieland et al, 1992). De particular interesse para 0§ noSsOS resultados com
diferentes ativadores ¢ o trabatho desenvolvido por Linden ¢ Routtenberg (1989), que

investigaram os efeitos de diferentes ativadores da proteina guinase C sobre as correntes
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de s6dio na mesma linhagem de célula usada no presente trabalho. Contudo, diferencas
significativas foram encontradas entre os resultados experimentais destes autores e 0s
apresentados neste trabalho: (1) Linden e Routtenberg ndo observaram efeitos de OAG
(um diacilglicerol) sobre as correntes de sddio; (2) dcidos graxos insaturados-cis
(incluindo o 4cido oleico) atenuaram as correntes de sédio sem afetar a curva de
inativacdo; (3) os efeitos dos ativadores da proteina quinase C foram reversfveis dentro
de poucos minutos; (4) o dcido oleico reduziu, ¢ n3o aumentou, a amplitude da
corrente de sédio. Deste modo, a unica observagio descrita por Linden e Routtenberg
(1989) similar is apresentadas neste trabalho foi a auséncia de efeitos dos €steres de
forbol sobre as correntes de sédio em células de neuroblastoma de camundongo (N1E-

115), assim como descrito no presente trabalho.

Os efeitos dos ativadores da proteina quinase C sobre as correntes de
s6dio descritos por Linden e Routtenberg (1989) também foram abolidos por diferentes
inibidores da proteina quinase C. No entanto, procurando uma razdo para as
discrepéncias observadas, notamos a existéncia de uma diferenca metodoldgica entre 0s
experimentos efetuados neste trabalho e o do outro grupo. Enquanto eles utilizaram a
técnica convencional de "whole-cell patch clamp” para registro das correntes, neste
trabatho utilizou-se a técnica de "perforated patch clamp”. Estas técnicas causam
diferentes graus de perturbagdo na composi¢io do meio intracelular. Por exemplo, com
"whole-cell patch clamp”, a composi¢do do citoplasma € drasticamente alterada, ¢
compostos soliveis nele presentes (como por exemplo: mensageiros intracelulares e
uma variedade de enzimas, incluindo a forma inativa da protefna quinase C) difundem-
se para o interior da micropipeta. Neste caso, mecanismos dependentes destes
compostos podem ser profundamente alterados. A primeira vista, as diferencas
observadas entre os resultados experimentais deste trabalho ¢ os previamente

apresentados por Linden e Routtenberg (1989) poderia ser o uso de diferentes tccnicas
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de "patch clamp”. Se esta idéia for correta, a modulagio das correntes de sédio por
diferentes ativadores da protefna quinase C pode ser um fendmeno altamente complexo

em condicOes fisioldgicas normais.

ExplicagOes razodveis para todas ou algumas destas observacdes ndo
poderiam ser propostas sem que fosse feito um estudo mais aprofundado dos efeitos da
ativacdo da proteina quinase C sobre os canais de s6dio. Duas hipdteses ndo exclusivas
mutuamente poderiam explicar a diversidade dos resultados experimentais obtidos neste
estudo. Uma delas estd relacionada 3 existéncia de diferentes isoformas da proteina
quinase C (Asaoka et al, 1992; Azzi et al, 1992) e & presenca de vdrios sitios de
fosforilacio no canal de sédio (Murphy e Catterall, 1992). E possivel que diferentes
ativadores da protefna quinase C mobilizem diferentes grupos de isoformas da protefna
quinase C (Khan et al, 1992). Uma vez mobilizadas, estas isoformas poderiam
fosforilar os canais de sédio com diferentes padrbes, resultando em diferentes
modulacdes da fungéo do canal de sédio. Neste sentido, vale a pena mencionar que a
isoforma "&" da proteina quinase C nio possui 0 dominio de ligagdo para os ésteres de
forbol (Kochs, et al., 1993; Asaoka et al., 1992). Como os ésteres de forbol ndo
modificaram as correntes de sédio nas células de neuroblastoma de camuﬁdongo (NIE-
115), € possivel que a proteina quinase C "& " seja uma das isoformas que afeta a
funcdo do canal de s6dio neste tipo celular. Outra possibilidade que deve ser
considerada € que um componente intracelular desconhecido possa, apds ter sido
fosforilado pela protefna quinase C, interagir e modular os canais de sédio.
Alternativamente, as duas hipéteses podem ser combinadas, ou seja, diferentes
isoformas da protefna quinase C poderiam afetar o canal de sédio direta ou
indiretamente por fosforilacio de diferentes substratos. Esta parece ser uma
possibilidade interessante devido ao fato de que os efeitos da ativagdo da protefna

quinase C parecem depender da preservac¢io do meio intracelular.
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Tem-se sugerido que os dcidos graxos podem modular alguns canais
idnicos por interagdo direta com os canais (Ordway et al., 1991). Conseqiientemente,
alguns dos efeitos observados neste estudo poderiam potencialmente decorrer destas
interacdes diretas com os canais de s6dio. Algumas evidéncias para isto foram
publicadas (Takenaka et al, 1987, Wieland et al, 1992). No entanto, devido ao fato de
gue os inibidores da proteina quinase C anularam os efeitos dos dcidos graxos
insaturados-cis sobre os canais de sédio, € razodvel supor que a ativacio pela proteina
quinase C esteja envolvida na produgdo destes efeitos. Os multiplos efeitos de
diferentes ativadores da protefna guinase C sobre as correntes de sodio sugerem que
cuidados especiais devam ser tomados na tentativa de inferir sobre as conseqiiéncias

fisiolégicas da ativagdo da proteina quinase C em uma dada funcao celular.

A despeito de todas as informacghes sobre os efeitos da ativagdo da
protefna quinase C sobre as correntes de sodio, as bases biofisicas para estes efeitos
permanecem desconhecidas. No sentido de estudar possiveis mecanismos que pudessem
explicar os resultados observados, adotamos um modelo estocdstico do canal de sédio
no qual fosse possivel simular alteracdes na correntes de sodio a partir de alteragdes no
estado funcional do canal. Dada a natureza miltipla dos efeitos observados para os
vérios ativadores da protefna quinase C, optamos por estudar com mais profundidade os
efeitos de uma classe de ativadores fisiolégicos da proteina quinase C, 08
diacilgliceréis. A andlise comparativa das correntes de sodio sob efeito dos
diacilglicerdis com as correntes simuladas pelo modelo do canal de s6dio sugeriu um
mecanismo biofisico simples pelo qual a ativagio da proteina quinase C induzida pelos
diacilgliceréis poderia afetar estes canais. Este mecanismo envolve 0 aumento na taxa

de transicio dos canais de sédio de seu estado fechado (repouso) diretamente para seu

estado inativado. As predicdes das alteracdes na corrente de sodio sugerida pelo modelo

(aceleragio do processo de inativacdo e aumento do nimero de canais inativando-se
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diretamente de seu estado fechado) foram confirmadas com sucesso nos experimentos
nos quais o processo de inativagio foi avaliado especificamente. A aplicago dos
diacilglicerdis, como previsto pelo modelo, resultou na aceleragdo da inativacdo dos
canais de sédio e no aumento no mimero de canais que foram inativados diretamente a
partir de seu estado de repouso. Uma aceleragdo da inativagdo causada por
diacilglicerdis mais pronunciada nos potenciais de membrana mais positivos poderia
explicar o desvio para esquerda observado na curva de inativacéo das correntes de sédio
(0 aumento no grau de inativagdo causado pelo diacilglicerol em um potencial mais

positivo é maior que o aumento no grau de inativacio num potencial mais negativo).

A probabilidade dos canais de sédio se inativarem diretamente do estado
de repouso pode ser calculada a partir da fragdo de tragos sem abertura de canal de
sédio em resposta a pulsos de "voltage clamp”. Este cdlculo tem sido utilizado em
trabalhos, nos quais a inativagdo a partir do estado de repouso ou do estado aberto sao
estudadas separadamente (Aldrich e Stevens, 1983; Lawrence et al, 1991). Sabe-se que
para estes cdlculos, os autores assumem premissas experimentais que nem sempre $ao
verdadeiras em um sistema real. Sendo assim, grande parte do trabatho experimental
destes autores ¢ feita para minimizar este problema. Contudo, no nosso caso,
conseguimos obter registros de um dnico canal de sédio e, desta forma, eliminamos
problemas intrinsicos ao cdlculo, tais como a estimativa do mimero de canais no

"patch” ou limitagdes experimentais para aplicar o modelo no potencial estudado.

No presente trabalho, a fragdo de canais inativando-se diretamente a
partir de seu estado de repouso foi obtida a partir de registros de canais de sédio
unitdrios. O comportamento do canal de s6dio unitdrio obtido nestes experimentos €
consistente com o comportamento de canais de sodio descritos na literatura (Quandt,

1987; Nilius et al., 1989). Adicionalmente, a conduténcia de 15 pS estimada para estes
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canais indica que os registros obtidos tratam-se realmente de canais de sddio
(Armstrong, 1992; Catterall, 1992). A aplica¢io do diacilglicerol DOG nédo afetou a
condutincia do canal, porém aumentou a fracio de tragos em branco, o que, segundo o
modelo, significa um aumento na probabilidade do canal inativar-se diretamente a partir
de seu estado de repouso. Isto confirmou a proposta de que a reduciio observada nas
correntes macroscopicas devido & aplicagdo de diacilglicerdis deveria envolver
alteracGes na inativacdo do canal de sédio. Adicionalmente, poderfamos questionar se a
premissa de que os canais de sédio sao inativados diretamente de seu estado de repouso
é compativel com o que se observa nas correntes macroscopicas de s6dio. Tomando-se
como base as correntes macroscdpicas de sédio em condi¢des controle, tem-se que a
probabilidade de inativacdo do canal de s6dio € de aproximadamente 95% no potencial
de membrana de -20 mV (figura 1, Godoy e¢ Cukierman, 1994). Neste caso, a
inativacdo estimada apresentaria um componente devido & inativagdo de canais abertos
durante o pré-pulso de "voltage clamp”, e um componente devido & inativacio de
canais diretamente a partir do estado de repouso. Em experimentos com registro de
canais individuais, observamos uma fracdo de 0,5 correspondente aos tragos em branco
durante a aplicagdo do mesmo potencial de "voltage clamp” (-20mV, vide Fig. 4.18).
Isto indica que pelo menos 50% da inativacdo estimada com correntes macroscipicas
neste potencial parece ser devido 2 inativacio do canal de sédio diretamente do estado
fechado, em condigdes controles, sugerindo que este componente possa participar
significativamente no processo de inativacdo. Por outro lado, apds tratamento com
diacilglicerol, a participacio deste componente no mesmo potencial parece chegar a
80% (veja Fig. 4.18) da inativa¢3o das correntes macroscopicas, que € mdxima neste

potencial (Fig. 4.5)

O modelo também prediz que, dada & correlagdo do mecanismo de

inativacdo dos canais de sddio com os efeitos observados, a remo¢do da inativacio
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anularia os efeitos dos diacilgliceris. Este fato também foi evidenciado nos
experimentos onde a inativacdo foi removida antes da aplicacdo dos diacilglicerGis.
Neste sentido, vale 3 pena mencionar alguns aspectos do processo de remogdo da
inativacio. Neste trabalho, utilizamos perfusdo extracelular de batraquiotoxina (BTX)
para remog¢do da inativagdo. Outros agentes que removem inativacdo jd4 foram
previamente descritos (veja Cukierman, 1991). Contudo, neste frabalho, observamos
que o tratamento com baixas concentracbes (% 0.01mM) de cloramina-T ou N-
bromoacetamida, ou N-bromosuccinimida nfio removeu a inativaco. ConcentragOes
maiores (% 2mM) destas substincias romperam o giga-selo ¢ foram danosas para as
células, como previamente observado em outras preparagdes (veja Rack et al., 1986).
Outra categoria de compostos quimicos que removem inativacdo, enzimas proteoliticas
tais como pronase, fripsina, papaina etc, ndo foram testadas por duas razdes.
Primeiramente, estas enzimas sdo efetivas somente do lado de intracelular dos canais, e
elas ndo teriam acesso as c€lulas através de pequenos poros feitos pela nistatina. Em
segundo, estas enzimas sdo altamente inespecificas e poderiam interromper, em
principio, o complexo metabolismo da(s) via(s) envolvida(s) na atenuacdo da corrente
de s6dio induzida pela protefna quinase C pelos diacilglicerdis. Portanto, e at€ este
ponto, alcaléide BTX foi o tnico composto que efetivamente removeu a inativagio. A
remogio da inativagio com a BTX permitiu-nos mostrar que, na auséncia de inativago,
a ativagdo da proteina quinase C (via OAG ou DOG) nio causou alteracdes nas

correntes de sodio.

Concluindo, com a utilizacdo do modelo estocdstico adotado, nossos
resultados experimentais permitem-nos sugerir que a atenuacao das correntes de sédio
induzida por diacilglicerGis envolve a inativagdo das correntes de sodio, e que 2
principal causa para este efeito € um aumento do niimero de canais de sédio que sofrem

transicio direta do estado fechado para o estado inativado (F -> I). Ainda que esta
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transicio tenha sido recentemente determinada em canais de s6dio (Bean 1981; Aldrich
e Stevens, 1983; Vandenberg e Horn, 1984), sua fungdo fisioldgica ainda € obscura.
Deste modo, parece plausivel que um aumento no nimero de canais que sdo inativados
diretamente do estado fechado em conseqiiéncia da ativacio da proteina quinase C
possa representar um modo simples e efetivo para "desativar” canais de sédio e,
conseqiientemente diminuir a capacidade celular de geracdo efou propagacio dos

potenciais de acdo.

Uma continuidade natural e interessante deste estudo seria a verificagio
do quio geral € este mecanismo de inativagdo direta do estado de repouso, pelo qual os
diacilglicerdis afetam os canais de sdio, em relagdo aos outros ativadores da protefna
quinase C. A comparagio das correntes simuladas pelo modelo com as correntes
afetadas pelos outros ativadores da proteina quinase C pode sugerir outro(s)
mecanismo(s) de modulagdo do canal de sédio. O procedimento experimental que
certamente deverd ser usado para a confirmacdo das previsdes fornecidas pelo modelo
deverd envolver novamente experimentos com técnicas de “patch clamp®.
Adicionalmente, considerando que os canais de sddio apresentam caracteristicas
homélogas em vdrios tipos celulares, parece interessante testar as predigdes do modelo
em outro tipo celular no qual as isoformas da proteina quinase C potencialmente

envolvidas na fosforilacdo destes canais possam ser diferentes.

A importincia da modulacdo do canal de sédio pode ser significativa na
modulacio da fungdo das células nervosas. Modificacdes da fungdo dos canais de sédio
nos neurdnios afetam a atividade elétrica de um modo dependente da localizacdo do
canal no neurdnio. Por exemplo, a modulacdio dos canais de sédio do corpo celular do
neurdnio ou do inicio dos segmentos axdnicos pode determinar o limiar para a geragdo

do potencial de agdo e, desta forma, influenciar a frequéncia de disparo dos potenciais
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de agdo neurais enquanto que, em terminais nervosos, a modulagio do canal de sédio
pode influenciar a quantidade de neurotransmissor liberada da terminagfo nervosa pré-
sinaptica (Catterall, 1992). Deste modo, a reducio das correntes de sédio pelos
diacilgliceréis poderia, por exemplo, desempenhar um papel na abreviacdo da resposta
excitatéria pds-sindptica a estimulagdo trans-sindptica por neurdnios adrenérgicos e/ou
colinérgicos suprindo um mecanismo relativamente rdpido de realimentagdo negativa

confinado a propria célula, sem envolver circuitos paralelos de inerva¢io inibitdria,

O entendimento de como os canais de sédio podem ser modulados
poderia contribuir para o conhecimento do complexo controle da excitabilidade celular
em tecidos neurais. Assim, embora tenhamos estudado e sugerido um mecanismo
biofisico especffico de modulacdo do canal de sédio (ativagdo da proteina quinase C
pelos diacilglicerdis), nossos resultados s3o sugestivos de que esta via bioqufmica pode,

em dltima andlise, participar efetivamente da modulacio da excitabilidade neuronal,

6. CONCLUSOES

1. Os efeitos de atenuacio da corrente de sddio e desvio na curva de inativagdo
causados pela ativacio da protefna quinase C por diacilglicerol estdo relacionados com

o processo de inativagdo do canal de sddio e,

2. O principal mecanismo biofisico para estes efeitos consiste de uma aceleracio

na via de inativacio que ocorre diretamente a partir do estado fechado.
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APENDICE 1

CIRCUITOS DO AMPLIFICADOR DE PATCH CLLAMP

1- O AMPLIFICADOR DE "PATCH CLAMP™ IDEAL.

Na técnica de "patch clamp”, o potencial de membrana € mantido
constante, isto €, "clamped”, enquanto a corrente gue flui através da membrana em
resposta a aplicagiio deste potencial € medida. O amplificador de "patch clamp™ ideal

consiste simplesmente de uma bateria, uma chave, um fio condutor € um amperimetro

(figura 1).

Considerando que o fio condutor tenha resisténcia ohmica igual a zero, o
potencial de membrana (Vm) fica instantaneamente igual ao potencial da bateria
(Vemd) quando a chave fecha. Isto gera uma corrente transiente que carrega a
capacitincia da membrana (Cm), seguida por uma corrente sustentada que mantem
constante o potencial através da resisténcia da membrana (Rm). Neste exemplo, o
potencial é a varidvel independente. Seu valor € controlado € igual ao valor do
potencial da bateria (Vcmd). A corrente € a varidvel dependente; seu valor € medido
pelo amperimetro "A". Devido a estas caracteristicas, o circuito do amplificador de

"patch clamp” € as vezes chamado de "seguidor de corrente”.
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Figura 1. Amplificador de "patch clamp” ideal. A capacitdncia Cm e o resistor Rm em
paralelo representam o circuito equivalente da membrana. Quando a chave fecha, o
potencial de membrana (Vm) fica instantancamente igual ao potencial da bateria
(Vemd). Por simplicidade, assume-se que Vm = 0 antes de fechar a chave. Com o
fechamento da chave gera-se uma corrente transiente devido 2 capacitincia da
membrana (Cm) com carga Q = Cm . Vemd, seguida por uma corrente constante igual

a Vemd/Rm.
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2- O AMPLIFICADOR DE "PATCH CLAMP" REAL.

A figura 2 ilustra um diagrama em blocos e a temporiza¢do de um ciclo
para controle do potencial e registro da corrente de um amplificador de "patch clamp”
real. Uma micropipeta (ME1) € utilizada para permitir a conecgiio do amplificador de
"patch clamp” a célula. Na configuracio da figura 2, a micropipeta penetra a célulae o
potencial registrado (Vp) € mantido por um amplificador de ganho unitdrio (unity-gain
headstage ou byffer, Al). No inicio do ciclo para controle do potencial e registro da
corrente do amplificador de "patch clamp”, assumimos que Vp € exatamente igual a0
potencial de membrana Vm. Um circuito de "sample-and-hold" (SH1) registra ¢ valor
Vms durante todo o ciclo. Vms € comparado com o potencial de comando (Vemd) em
um amplificador diferencial (A2). A safda deste amplificador torna-se a entrada de uma
fonte controladora de corrente (CCS) se a chave S1 estiver na posicdo de passar
corrente ("current passing”, ver fig. 2). A corrente I0 € a corrente necessdria para que
o potencial Vp seja mantido constante (ver figura 3 para circuito elétrico do
amplificador de "patch clamp™). Ignorando os efeitos de elementos elétricos passivos da
pipeta, célula e circuitos do amplificador, a corrente 10 € diretamente proporcional 2
variacdo da condutincia da membrana em resposta ao potencial aplicado e mantido
constante, A CCS aplica uma corrente na micropipeta que € diretamente proporcional
ao potencial na entrada da CCS independentemente da resisténcia da micropipeta. O
ganho deste circuito (0 qual funciona como uma transcondutincia) € G,. O periodo da
aplicagdo da corrente estd ilustrado no infcio da forma de onda (fig. 2). S1 € mostrada
na posicio de passar corrente, durante a qual um pulso retangular de corrente €
aplicado na micropipeta causando uma elevacio em Vp. A taxa de elevacdo deste
potencial € limitado por efeitos capacitivos através da parede de vidro da micropipeta

com a solugdo de banho e da capacitincia de entrada do amplificador Al. O valor final
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de Vp € praticamente a queda de potencial através da micropipeta devido a passagem da
corrente I, através da resisténcia da pipeta Rp. Somente uma pequena fragdo de Vp
consiste do potencial de membrana (Vm) registrado na ponta da micropipeta. S1 entdo
comuta para a posicio de registro do potencial ("voltage recording”, ver fig. 2).
Quando a entrada de CCS € zero volts (chave S1 na posicio "voitage recordinG", ¢
volts; ver figura 2), sua saida de corrente € zero € Vp decai passivamente. Durante o
perfodo de registro do potencial, Vp decai assintoticamente para o valor Vm. Um
periodo de tempo suficiente deve ser permitido para Vp atingir niveis de 1 milivolt ou
niveis menores que Vm. No final do perfodo de registro do potencial, uma nova
amostragem de Vm € tomada e um novo ciclo comega. O valor que usa-se para registro
é Vms. Como ilustrado na curva temporal mais inferior (fig. 2), Vms varia em
pequenos incrementos em torno de um valor médio. A diferenca entre Vms médio ¢
Vemd € o erro do potencial de "clamp” que aparece devido ao ganho (G;) de CCS ser

finito. O erro torna-se progressivamente menor com ¢ aumento de G;.
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Figura 2. Diagrama em blocos do circuito de um amplificador de "patch clamp” real e
de formas de onda de temporizagdo do processo de controle do potencial e registro da

corrente.
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2.1- Circuito de compensacio da capacitincia da pipetz

A compensacdo da capacitidncia da pipeta tem basicamente trés
propositos. Primeiro, muitos pesquisadores querem remover o transiente dos registros
por razdes estéticas. Segundo, durante o transiente, o potencial na ponta da pipeta
muda lentamente enquanto a capacitincia da pipeta se carrega. A figura 3 ilustra o
circu§t0 elétrico do amplificador de "patch clamp" conectado a um circuito de
compensacdo de capacitincia da pipeta. O carregamento rdpido da capacitincia da
pipeta pelo circuito de compensagdo faz com que o potencial na ponta do eletrodo atinja
seu valor mais rapidamente, reduzindo a probabilidade de distorcdo de correntes ibnicas
que aparecem rapidamente apds a aplicagdo do potencial. Terceiro, a capaciténcia‘ nao
compensada tem um efeito nocivo aos circuitos de correcdo da resisténcia em série da
pipeta. Normaimente utiliza-se dois pares de controle da capacitincia da pipeta. Com
estes controles ¢ fregilentemente possivel reduzir transientes de pipeta a niveis
extremamente baixos. O transiente rdpido nos registros € reduzido por meio do uso dos
controles "fast magnitude” e constante de tempo rdpida ("fast mag" e "fast 6", fig 3). O
controle de magnitude compensa a carga da malha ("net charge"). O controle 6 ajusta a
constante de tempo de carga do circuito de compensacio para neutralizar a constante de
tempo da via de comando (Vcmd) e para compensar pequenas ndo linearidades na
resposta em frequéncia da pipeta e dos aparatos eletronicos associados. O componente
residual visto em muitas pipetas € reduzido pelo uso dos controles de "slow mag” e

"slow 6".
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Figura 3. Circuito de compensagio da capacitincia da pipeta.
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2.2- Circuito de compensagio da capacitincia da membrana.

Na configuracdo de "whole-cell patch clamp” ou “perforated patch
clamp”, quando o potencial de membrana € alterado hd uma significativa corrente
transiente necessdria para carregar a capacitincia da membrana. Dependendo do
tamanho da célula, mesmo um pequeno comando de potencial da ordem de dezenas de
milivolts pode necessitar de uma quantidade grande de corrente para carregar a
membrana que, por ndo poder ser suprida por Rf, satura o amplificador operacional.
Este problema de saturagdo € eliminado por um ajuste apropriado dos controles da
resisténcia em série e da capacitincia de "whole-cell”. A funco destes ajustes €
amenizar o carregamento da carga capacitiva sobre resistor de realimentagdo Rf por
meio do desvio da carga de carregamento da capacitdncia da membrana de Rf para C2.
A figura 4 ilustra um circuito de compensacio da capacitincia da membrana da célula
("whole-cel"). Assumindo que a capacitincia da pipeta jd tenha sido previamente
compensada, pode-se apropriadamente ajustar a resisténcia em série € a capacitdncia de
"whole cell” por meio de controles que aplicam corrente em C2 a qual anula a corrente
transiente de membrana (Im). Estes ajustes ndo alteram as constantes de carga da
membrana e 0. circuito de resisténcia em série opera sem causar saturagdo na entrada

do amplificador operacional.
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PENDICE

DEDUCAO MATEMATICA DO MODELO ESTOCASTICO DO CANAL DE

SODIO
ESQUEMA CINETICO
Kfa
S
FECHADO - ABERTO
Kaf
Kfi Kai
INATIVADO

Neste esquema cinético, as transi¢des de estado (fechado, F; aberto, A e
inativado, I) sdo governadas por constantes de taxa (Kfa, Kaf, Kai, Kfi). No case dos
canais de sédio, o esquema cinético acima € vdlido para descrever a cinética de
abertura, fechamento e inativacdo do canal de s6dio nos potenciais de membrana
maiores ou iguais a -10mV. Este esquema cinético pode ser descrito com a seguinte
equacio diferencial:

dA(D/dt = F(t). Kfa - A(t).(Kai - Kfa/Kaf)

onde F(t) e A(t) sio funcdes dependentes do tempo (t, na faixa de
potencial mencionada) dos estados fechado e aberto do canal de sédio.

F(t) = F(0).EXP[-(Kfi+Kaf).t}
Assim:
dA(t)/dt = F(0).EXP[-(Kfi+Kaf).t]).Kfa - A(t).(Kai - Kfa/Kaf)
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Rearranjando, temos:
dA(t)/dt + A(t).(Kai - Kfa/Kaf) = F(0). EXP{-(Kfi+Kaf).t]).Kfa

Fazendo:
dA(ty/dt = dy/dx;
AWM =y;
(Kai - Kfa/Kaf) = p{x) e
F(0). EXP|-(Kfi+Kaf).t]).Kfa = G(x)

Temos:

dy/dx + y.p(x) = G(x)
cuja solucdo geral é:

y = Al.EXP[-Sp(x).dx} + EXP[«Sp(x).dx’l,X{G(x).EXP[Sp(x).dx]},dx

onde Al € uma constante de integracao.

Resolvendo a integral acima para 0 nosso caso, obtemos a expressdo matemdtica
que representa 0 esquema cinético acima:

A(t)=[-Kfa/(Kai-Kfa-Kfi-Kaf)]. F(0). {(EXP{-Kai + Kfa/Kaf).t}- EXP|(-Kfa-Kaf-Kfi).t}}

Esta expressio pode ser implementada em um programa de computador
com recursos matemdticos e graficos (e.g. Lotus 123) para simulaciio da varia¢do da
condutincia da membrana ao sédio (GNa) pois, com valores apropriados das constantes

de taxa, A(t) torna-se diretamente proporcional a GNa(t).
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