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Registros de canales Gnicos y corrientes de membrana
en patch-clamp



Registro de corrientes de parches de membrana usando
patch-clamp

Muscle cell



La corriente de membrana es la suma de corrientes de
canales Gnicos: g = vYNpo

g: conductancia macroscépica

~: conductancia de canal Gnico

N: cantidad total de canales disponibles
po: probabilidad de apertura de los canales
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Canales por parche de membrana
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Modificado de Boron & Boulpaep, Medical Physiology, tercera ed.



Conductancia unitaria
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Registro de corrientes de parche de membrana usando
patch-clamp

Técnicas electrofisiolégicas

Cell-attached recording
Recording pipette

/
b

Tight contact between
pipette and membrane

Purves, Neuroscience



Otras configuraciones de patch-clamp

Técnicas electrofisiolégicas

Whole-cell recording

Inside-out recording

Cytoplasm is continuous
with pipette interior

Cytoplasmic
domain accessible

Outside-out recordin

Extracellular
domain accessible

Purves, Neuroscience



Bloqueadores de corrientes de Na™
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Registro de corrientes de membrana de Na™* usando

patch-clamp en configuracién de célula entera
Registros obtenidos sustrayendo trazados en presencia de tetrodotoxina (TTX)
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Diseccién farmacolégica de mecanismos detras de fenémenos
TEA bloquea canales de K™

C PHARMACOLOGICAL DISSECTION OF CURRENTS TEA (tetracthylammonium)
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Boron & Boulpaep, Medical Physiology, tercera ed.



i Qué es un canal iénico y cémo funciona?



Canal operado por ligando
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Canal regulado por fosforilacién
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Canal operado por voltaje

Cambio en el

potencial de
membrana




Canal sensible a la deformacién

Estiramiento
—
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Ligandos exdégenos pueden bloquear o regular la apertura de
un canal iénico
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Los canales idnicos son proteinas compuestas de varias
unidades transmembrana

i
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Estructura del canal de Na™

Tetramero

Domain | (DI) Domain Il (DII) Domain llI (DIII) Domain IV (DIV)
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de Lera Ruiz & Kraus, 2015



Estructura tridimensional del canal de Na™

Extracellular

Selectivity Activation Intracellular
filter gate

de Lera Ruiz & Kraus, 2015



Estructura del canal de Na™
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Operacién del canal de Na™

Canal no activado (cerrado)

1 Resting (closed)

Extracellular
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Operacién del canal de Na™

Canal activado (abierto)

1 Resting (closed) 2 Open
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Operacién del canal de Na™

Canal inactivado (cerrado)

1 Resting (closed) 2 Open 3 Inactivated (closed)
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Operacién del canal de Na™

Corriente de compuerta

1 Resting (closed) 2 Open 3 Inactivated (closed)
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Bloqueadores de canales de Nat como anestésicos locales

Aumento del tiempo de inactivacion

STRUCTURES OF SOME LOCAL ANESTHETICS USE DEPENDENCE OF INHIBITION BY LIDOCAINE
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Boron & Boulpaep, Medical Physiology, tercera ed.



Existen muchos tipos de canales de Na™

rNa,1.1
rNa,1.2
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Expresion de canales de Na™ en distintos tejidos y
patologias causadas por su disfuncién

Tissue

Na,
Subtype

Effect of Na, Dysfunction
on Physiology

Central nervous
system

Epilepsy, migraine, autism,
ataxia®®

Retina

Altered visual processing®

Offactory sensory 04
neurons 17 Anosmia’
Sensory neurons and
vagal sensory 1748, | gougniase
neurons innervating | 1.9
airways
Brugada syndrome, QT syndrome,
Heart muscle 1818 | aiial ibrilation 7
Nerves, musculature | TTX-s Respiratory cessation
involved in ventilation | Na,s (TTX poisoning)®
Pancreatic B-cells 1.7 Diabetes®
Hyperkalaemic periodic paralysis,
Skeletal muscle 14 paramyotonia congenita,
hypokalaemic periodic paralysis®
Skin 17,18 Pain disorders, paroxysmal itch:39
T8 T Pain disorders, paroxysmal
DECheuEns 18,19 | itch7es1
i 1.1-1.9 Ovarian, cervical, prostate, breast,
e bundle: Metastatiooanost and colon, small cell lung cancer,
cells o 35.70.71
B-subunits | melanoma, lymphoma’
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.

de Lera Ruiz & Kraus, 2015




Diversidad de canales
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Canales de K™ operados por voltaje (Kv)

A Low voltage-activated High voltage-activated
(AP threshold-responses) (AP repolarization)
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Canales de K™ operados por voltaje (Kv)

Fast kinetics

Slow kinetics

Low voltage-activated
(AP threshold-responses)

High voltage-activated
(AP repolarization)

B Delayed rectifier activity during an AP




Canales homoméricos vs heteroméricos

Kv3 Potassium channels Possible combinations of Kv3
. subunits in a channel
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sharebiology.com



Heteromerizacién de canales de K™ operados por voltaje

Configuracion de subunidades
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Canales de K™ dependientes de Ca*" K(Ca)

Dependencia con la concentracién intracelular de Ca®"

A 1uM Ca; B 100uMmca,
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Canales de K™ dependientes de Ca*" K(Ca)

Dependencia con la concentracién intracelular de Ca®"

e

Percent of time open

oor

80

60

40

20

N 1 Y 1
50 -40 -30 -20 -10 O 10 20 30 40 50
Membrane potential (mV)

N
h




Canales de Ca®" tipo Ty L
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Boron & Boulpaep, Medical Physiology, tercera ed.



Corriente activada por hiperpolarizaciéon Iy

Canales HCN (Hyperpolarization-activated Cyclic Nucleotide—gated)
Permea Nat y K"
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Heterogeneidad de expresion de canales

Neurona piramidal de la capa 5 de la corteza de rata
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Trimmer, 2015




Heterogeneidad de expresion de canales

Correlato estructura y funcion

K2P17.1

KCab.1 Kir1.1-1.3
KCa.1
KCad.1-4.2
KCa2.1-2.3
KCa3.1

Kir5.1
Kir2.1-2.3

Kir3.1-3.4

Kv10.1-10.2 Kir6.1-6.2

Kv11.1-11.3 Kv1.4-1.7

Dendrites
Kv3.1-3.4 Axons/terminals

Kv12.1-12.3

Kv7.1-7.5 Somatodendritic
Kv5.1 Kv8.1 Kv2.1-2.2 Intracellular
Kv9.1-2.3
Kv6.1-6.2 Kvd.1-4.3 Unknown

Trimmer, 2015



Heterogeneidad de expresion de canales

Correlato estructura y funcion
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Heterogeneidad de expresion de canales

Correlato estructura y funcion
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Espigas de Ca?" en células de Purkinje

Dences ly e DENDRITES

Purkinje cell

Soma has mostly
Na* channels.

Modificado de Llinas & Sugimori, 1980, en Boron & Boulpaep, Medical Physiology, tercera ed.



Regulaciéon del funcionamiento de los canales idnicos

Ademas de su diversidad molecular y lugar de expresion, el estado
funcional de los canales puede estar afectado por:

m Estado de fosforilacién.

m Concentracién intracelular y/o extracelular de Ca®*.
m Interaccién con otras proteinas.

m Temperatura (Q1o)-

= pH.

m etc.



Impacto de las corrientes iénicas en la forma de onda del

potencial de accién
Neurona R20 de la Aplysia (molusco)

- R R R E
P, \[’ [ [ 4 R/

Ma & Koester, 1996, en Bean, 2007



Impacto de las corrientes iénicas en la forma de onda del
potencial de accién

Fibras musgosas de las células granulares en hipocampo de rata

e N / s§ 100 mV
Vcomm
/Ca
| 200 pA
EPSCs
1nA
Tms Tms

Geiger & Jonas, 2000, en Bean, 2007



Diversidad de la excitabilidad neuronal

A Regular spiking B Fast spiking

T
TV, E

100 ms.



Rol de los canales voltaje-dependientes en
neuronal

A Adaptation B Delayed firing C Potential-dependent

excitability
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ey
fn Jc:‘:-_—_—_—_emq_ e,
a
] L - I
Istim
+100 nM a-Dendrotoxin 2

Plateau
potential
20

20
Im\/ mv

fot oo
I~ =

Lsin
0.3nA

200 ms

la excitabilidad
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E Suprachiasmatic nucleus pacemaking
neuron
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— Voltage-dependent
Na* current
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Resumen

m La técnica de patch-clamp permite el registro de canales
anicos (cell-attached, inside-out, outside-out) o de corrientes
macroscépicas (whole cell).

m Es posible determinar la conductancia unitaria, asi como la
probabilidad y tiempo de apertura de un canal dnico.

m Existen toxinas que permiten el bloqueo selectivo de canales.

m Un canal voltaje dependiente tiene sensores de voltaje y un
filtro de selectividad idnica.

m La excitabilidad neuronal se debe a la compleja interaccidn
entre las distintas propiedades cinéticas y dependencia de
voltaje de los canales, su modulacién y su expresién en
distintos compartimientos celulares.
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