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Cristalografia e Função
de Canais Membranares

TERESA F. MOURA*

Cristalografia e Função de Canais Membranares

No início do mês de Outubro de 2003 foram anunciados

os nomes dos dois cientistas americanos laureados com

o Prémio Nobel da Química, pelas "suas descobertas re-

lacionadas com canais existentes nas membranas celula-

res". Peter Agre da Universidade de Johns Hopkins em

Baltimore "pela descoberta do canal de água" e Rodrick

MacKinnon da Universidade de Rockefeller em Nova Ior-

que "por estudos estruturais e mecanísticos de canais

iónicos". Ao ouvir pela rádio esta notícia fiquei particu-

larmente emocionada pois toda a minha vida científica

tem andado à volta do transporte biológico. Embarquei

neste campo logo no início da década de setenta, en-

quanto estagiária no Laboratório de Fisiologia do Institu-

to Gulbenkian de Ciência a trabalhar com o Prof. Hugo

Gil Ferreira em transporte biológico. Terminado o meu

estágio, licenciei-me em Eng. Química no 1ST e fui dou-

torar-me em Fisiologia para a Universidade de Berkeley

onde conheci o Prof. Robert Macey que trabalhava em

canais de água e com quem desde então tenho mantido

estreita colaboração.

Rodrick Mackinnon
"por estudos estruturais e mecanísticos de
canais iónicos"

Canais Iónicos — Rodrick

Mackinnon

Nos organismos pluricelulares os com-

partimentos intra e extracelulares, em-

bora sendo geralmente isotónicos (igual

concentração de água), são electrólitos

de composição distinta onde se verifica

uma distribuição assimétrica de várias

espécies com particular relevância para

o K' e o Na'. Os gradientes de concen-

tração destes iões são mantidos à custa

da operação de um sistema de trans-

porte activo membranar (bomba de Na')

que, consumindo energia metabólica

das células, estabelece estes gradientes

de tal modo que [Kl, n»[K'] ex e que

[Na'],n«[Na°] ex . Praticamente todas as

membranas celulares têm canais espe-

cíficos para estes iões sendo, pois, per-

meáveis ao K - e ao Na - . A diferença de

potencial eléctrico através das membra-

nas biológicas é largamente determina-

da pela soma ponderada dos potenciais

de Nernst dos iões em presença, para

os quais a membrana é permeável e, de

entre estes, o potencial de difusão do K*

é dominante. O potencial de membrana

das células excitáveis (nervo e músculo)

é de cerca de —70 mV. As permeabilida-

des para o sódio e para o potássio des-

tas células alteram-se transitoriamente

na presença de estímulos químicos e fí-

sicos e, em especial, quando o potencial

de membrana varia. Estas variações do

potencial de membrana determinam al-

terações na conformação dos canais ió-

nicos e variações dramáticas na sua

permeabilidade, servindo estas altera-

ções de sinais eléctricos. Esta capacida-

de é utilizada pelo sistema nervoso para

iniciar, processar e transmitir mensa-

gens.

O trabalho de Rodrick MacKinnon situa-

se ao nível destes canais iónicos tendo

conseguido resolver a estrutura do canal

de K . sensível à voltagem e permitindo

assim a visualização dos mecanismos

moleculares subjacentes à condução,

especificidade e activação destes ca-

nais.

Electrofisiologia de canais de K'

A existência de canais iónicos específi-

cos para o Na` e para o K . nas mem-

branas de células excitáveis foi postula-
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da nos anos cinquenta por Hodgkin,

Huxley e Katz, quando conseguiram re-

gistar o comportamento do axónio gi-

gante da lula após inserção no seu inte-

rior de um fio de prata. Verificaram que

a variação de potencial de membrana

medida (potencial de acção) estava di-

rectamente relacionada com correntes

iónicas (iões Na' a entrar na célula e

iões K' a sair da célula), tendo concluí-

do que, sendo a camada bilipídica muito

impermeável a iões, estes teriam de

passar através de poros aquosos exis-

tentes na membrana celular. Hodgkin e

Huxley ganharam o Nobel da Medicina

em 1963 pela caracterização rigorosa

que fizeram do potencial de acção, des-

crevendo a cinética do transporte atra-

vés de canais iónicos do nervo, que con-

sideraram serem específicos para os

respectivos iões, serem activados por

voltagem, possuírem portões (ou válvu-

las) activáveis ou inactiváveis. Assim, a

existência de canais específicos de di-

mensões moleculares foi postulada mui-

tas décadas antes da possibilidade da

sua visualização e originou um campo

científico próprio, o da Electrofisiologia,

onde a caracterização dos canais é feita

a pa rt ir da medição de correntes trans-

membranares em condições experimen-

tais bem determinadas, na presença e

ausência de inibidores específicos (1).

Este campo ganhou um enorme impulso

quando Neher e Sackmann (Nobel de

Medicina em 1991) desenvolveram uma

técnica a nível molecular que permitiu a

detecção de correntes de canais isola-

dos e consequentemente a sua caracte-

rização individual. A técnica de retalho

controlado (patch clamp) baseia-se na

formação de um selo na ponta de uma

pipeta de vidro (1 µm de diâmetro)

quando esta se encosta à superfície da

membrana, ficando a ponta revestida

por um retalho de membrana com um

número diminuto de canais.

A identificação molecular destes canais,

a proposta para a existência de filtro de

selectividade e a verificação experimen-

tal da existência de portões de activação

datam dos anos 60 e 70.

No final da década de oitenta conseguiu

clonar-se pela primeira vez os genes res-

ponsáveis pelas várias proteínas compo-

nentes dos canais de K - da mosca da

fruta e nos últimos dez anos foram iden-

tificados os mesmos genes numa gran-

de variedade de organismos, o que per-

mitiu postular que os canais de K - de

diferentes organismos devem ter estru-

turas idênticas. Por variadas experiên-

cias de mutagénese puderam ainda ser

identificadas determinadas regiões do

canal envolvidas em funções específi-

cas.

MacKinnon começou em 1989 a sua

carreira de electrofisiologista tendo es-

colhido estudar o canal de K• por, se-

gundo ele, ser na altura um dos menos

conhecidos. Caracterizou a inibição do

canal por uma toxina extraída do veneno

dos escorpiões e concluiu que esta ac-

tuava directamente na zona do poro do

canal e, por indução de mutações no

gene em localizações muito precisas,

determinou a região da proteína com ca-

pacidade de ligação ao K'. Em 1996,

com larga experiência em electrofisiolo-

gia e biologia molecular decidiu envere-

dar por outras técnicas, a cristalografia

de RX, que lhe permitiriam obter a es-

trutura tridimensional do canal.

Assim, antes de se ter acesso à estrutu-

ra do canal de K• da bactéria Streptomy-

ces lividans obtida em 1998 por Rodrik

MacKinnon e seus colaboradores, já se

sabia que os canais eram específicos

para K' (permeáveis a Rb- e Cs - e im-

permeáveis a iões mais pequenos como

o Na - e Li - ), já havia sido proposta a

existência de um filtro de selectividade

do canal (zona mais estreita do canal),

um mecanismo de transporte em fila

única dos iões dentro do filtro (previsto

por Keynes), a desidratação dos iões

antes da sua entrada no filtro (previsto

por Hille) e a existência de grupos den-

tro do filtro que estabelecessem interac-

ções com o ião K - tornando assim ener-

geticamente favorável a sua entrada no

filtro. Sabia-se que o canal rectificava,

isto é, para as mesmas condições expe-

rimentais o fluxo de saída de iões era

muito mais elevado do que o de entrada

e era conhecido um inibidor específico

de todos os canais de K', o ião de

tetraetil amónio (TEA). Já tinha sido

identificada por vários investigadores,

incluindo Mackinnon, a sequência de

aminoácidos da parede do filtro, consi-

derada a "assinatura" característica do

canal de K conservada ao longo da evo-

lução, assim como a existência de vários

resíduos carregados positivamente rela-

cionados com o sensor de voltagem do

canal. Já se sabia que o canal era uma

proteína tetramérica de monómeros

idênticos, e que cada monómero conti-

nha a "assinatura". Faltava a visualiza-

ção da estrutura para se poder com-

preender os mecanismos envolvidos na

selectividade, na condução rápida (

108 iões s ` no pico das correntes, 50

vezes superior aò valor "turn over' da

anidrase carbónica, considerado o valor

mais elevado de todas as enzimas) e na

sensibilidade do canal à voltagem, o que

só seria possível após obtenção da es-

trutura tridimensional do canal por cris-

talografia de RX. Em 1996 a perspectiva

de sucesso na obtenção de estruturas

cristalográficas de proteínas membrana-

res era ainda muito longínqua, mesmo

para especialistas neste campo.

Foi com esse objectivo específico que

em 1996 Rodrik MacKinnon, um elec-

trofisiologista com ampla experiência em

biologia molecular, mas sem nenhuma

experiência feita em cristalografia dos

RX, se transferiu da Universidade de

Harvard, onde era professor, para a Uni-

versidade de Rockefeller. Segundo de-

clarou numa entrevista, a Universidade

de Rockefeller aceitou o risco de o con-

tratar, sabendo que o seu projecto de

determinação da estrutura do canal de

K} era extremamente ambicioso e de

muito difícil execução e que, embora ele

fosse um cientista com provas dadas,

não tinha currículo feito nas técnicas es-

senciais à prossecução do projecto a

que se propunha.

O grande desafio, que MacKinnon e sua

equipa tiveram que enfrentar, foi o de

conseguir estabelecer as condições ex-

perimentais para a obtenção de cristais

de boa qualidade de uma proteína

membranar. Escolheram trabalhar com

bactérias que expressassem canais de

K' pois estas são fáceis de produzir em

grandes quantidades. Para garantir a

manutenção da estrutura do canal, os

passos seguintes requeriam que os ca-

nais fossem extraídos das membranas

ainda ligados aos seus lípidos nativos, e

que os cristais fossem obtidos antes de

ter havido qualquer dissociação destes.
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Ao longo de todo o processo foi a sua

grande experiência como electrofisiolo-

gista que permitiu que, em sucessivas

etapas, a funcionalidade dos canais

fosse sempre verificada. MacKinnon re-

fere que a parte mais difícil de ultrapas-

sar foi a da optimização das condições

experimentais pois o número de parâ-

metros a ajustar era enorme. Envolvia

testar uma multiplicidade de condições

o que poderia levar muitos anos (cerca

de 900 condições experimentais dife-

rentes a 2 temperaturas diferentes e

com 10 detergentes diferentes). Feliz-

mente, segundo ele, a optimização foi

possível após dois anos de trabalho

árduo de toda a sua equipa!

Estrutura do canal de K - obtida

por Rodrick MacKinnon

A determinação da estrutura cristalina

do canal de K' da bactéria Streptomyces

lividans apareceu na revista Science em

Abril de 1998 (2), dois anos após a trans-

ferência de Mackinnon para a Universi-

dade de Rockefeller. Mackinnon relatou

à revista Nature em Julho de 2002, que

no primeiro dia do ano de 1998 acordou

com a sensação estranha de que o 'seu

momento de eureka" tinha sido só um

sonho! Durante a madrugada anterior

tinha passado largas horas sozinho a

processar dados da estrutura do canal.

Após cada iteração, o canal aparecia-lhe

cada vez mais nítido tendo a dada altura

começado a emergir as imagens dos iões

K- alinhados dentro do filtro, tal como

tinha sido previsto há 50 anos atrás por

Hodgkin e Keynes! Mackinnon confiden-

ciou ter ficado perplexo e muito entu-

siasmado com esta descoberta e ao

mesmo tempo desanimado por não a

poder pa rt ilhar com ninguém! Recordou

então que muitos colegas seus, dois

anos antes, lhe tinham vaticinado que

seria quase impossível que ele pudesse

resolver a estrutura do canal de K - !

A estrutura do canal de K' da bactéria

Streptomyces lividans (KcsA K - ) permi-

tiu a visualização dos mecanismos mo-

figura 1: Vistas do tetrãmero KcsA K': Nos
rainéis A (vista de topo) e B (vista lateral)
cada monómero está representado a  urna cor.
C. Vista lateral só das meias hélices e das
hélices internas que se entrecruzam, S6. D.
Vista lateral após remoção de duas
subunidades de modo a tornar-se visível a
região da "assinatura"(Retirada da referência
2) '

leculares envolvidos na selectividade

dos canais e na condução rápida dos

iões, resolvendo assim o aparente para-

doxo da compatibilidade entre a grande

afinidade observada versus as elevadís-

simas taxas de permeação medidas. A

resolução desta estrutura permitiu tam-

bém explicar o fenómeno da rectificação

do canal, isto é, a diferença entre as

taxas de permeação observadas quando

o movimento dos iões se processa de

dentro para fora ou em sentido contrá-

rio. Só em 2003 apareceram na revista

Nature outros artigos da equipa de Mac-

Kinnon que elucidam as bases molecu-

lares do mecanismo de activação dos

canais de K - sensíveis à voltagem, os da

arqueo bactéria termofílica Aeropyrum

pernix (KvAP K').

Sabe-se que existem duas variedades

de canais de K', uma mais complexa

que contém 6 segmentos transmembra-

nares por subunidade (51 a S6), de que

é exemplo o KvAP K - , e outra que con-

tém só 2 (S5 e S6), como o KcsA K..
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figura 2 Visão do interior do canal com 2 ides no filtro de selectividade e 1 no interior da cavidade central. A. Esquema que mostra os dois mecanismos

de estabilização do K' no interior do canal: a orientação dos pólos negativos (cor vermelha) das duas meias hélices para o interior do canal com os pólos

positivos, cor azul, para a superfície. Cavidade central larga e aquosa. B. Visão de uma secção das paredes do canal coloridas de acordo com as suas

propriedades físicas: azul, zonas carregadas positivamente, vermelho, zonas negativas e amarelo zonas hidrofóbicas. (Retiradas da referência 2).

Estes últimos são versões truncadas dos

primeiros faltando-lhes os segmentos S1

a S4. A arquitectura do canal é em qual-

quer dos casos sempre um tetrâmero de

monómeros idênticos que se organizam

em torno de um poro, no qual as S6 (in-

teriores) e S5 (exteriores) são sempre as

envolventes do poro central.

A sequência de aminoácidos do canal

mais simples (KcsA) é muito idêntica à

sequência dos dois últimos segmentos

dos canais mais complexos (KvAP e ca-

nais das células eucarióticas), em espe-

cial na zona do poro e, também, em

duas camadas de resíduos aromáticos

situadas à superfície da membrana, nas

inte rfaces entre os meios intra e extrace-

lulares e a bicamada estendendo-se

estes resíduos pelo interior hidrofóbico

da membrana.

A figura 1 A e B mostra duas vistas do

canal KcsA K' que apareceram no a rt igo

original da Science. Na vista de topo

pode ver-se o poro do canal no centro

das quatro subunidades (representadas

cada uma por uma cor diferente). Na

vista lateral pode observar-se que cada

subunidade tem duas hélices trans-

membranares, a S6 mais interior que

está no centro do canal e que tem um

ângulo de entrada de cerca de 25.° rela-

tivamente ao eixo perpendicular à mem-

brana (figura 1 C) e a S5 mais exterior,

em contacto com o meio hidrofóbico da

bicamada e que a atravessa pratica-

mente (anti)paralela à S6 (figura 1 D).

Estas duas hélices estão ligadas por

uma sequência de 30 aminoácidos or-

ganizados em três domínios distintos,

uma estrutura extracelular "turret', uma

meia hélice "pore heli, ' e a sequência

"assinatura" da qual faz pa rte o filtro de

selectividade. A sequência "assinatura"

tem 5 aminoácidos: treonia T, valina V,

glicina G, tirosina Y e glicina G (TVGYG),

em que apenas 3 são visíveis na figura 1

D e determina a zona mais estreita do

canal. As hélices S5 e S6 estão posicio-

nadas de tal modo na membrana que

segundo MacKinnon parecem pétalas

de uma flor a abrirem-se para o meio ex-

tracelular com as S6 a entrecruzarem-se

no interior citoplasmático. As meias hé-

lices partem do meio extracelular quase

paralelas às S6, comportando-se como

dipolos, estando o pólo negativo orienta-

do para o centro do canal e estabelecem

interacções com o resto da proteína de

modo a estabilizar a estrutura tridimen-

sional (figura 1 C). A sequência caracte-

rística TVGYG está no interior das héli-

ces S6 e das meias hélices (figura 1 D).

O canal central formado pelos 4 monó-

meros tem cerca de 40 A de compri-

mento e está dividido em duas zonas

distintas (figura 2 A). Entrando pelo

meio extracelular aparece o filtro de se-

lectividade, a zona mais estreita do

canal com 2.8 A de raio e 12 A de com-

primento. O filtro desemboca na cavida-

de central, de paredes hidrofóbicas, que

está em contacto com o meio citoplas-

mático, e tem 28 A de comprimento e

10 A de raio na sua zona mais larga. A

abertura da cavidade para o meio intra-

celular é controlada por vários factores

(voltagem, ligandos e outros processos

mediados por nucleótidos cíclicos intra-

celulares), podendo assim o canal estar

fechado (inactivo), quando a abe rtura

desta cavidade é mínima, ou abe rto (ac-

tivo), quando a abe rtura é máxima, che-

gando a atingir 12 A.

As duas entradas do canal, quer do lado

citoplasmático, quer do lado extracelular,

apresentam à superfície da membrana

uma elevada densidade de cargas nega-

tivas, tornando-as muito electronegati-

vas e portanto atractivas para a entrada

de um catião. Em pa rt icular, na entrada

extracelular encontram-se enterrados à

superfície da bicamada 4 cargas negati-

vas (por subunidade) provenientes de

cadeias laterais de dois aminoácidos

acídicos (glutâmico e aspártico).

Na figura 2 B pode ver-se a superfície do

canal colorida de acordo com as suas

propriedades físicas. Assim áreas a azul

referem-se a zonas carregadas positiva-

mente, seguindo-se as zonas a branco e

terminando nas vermelhas que indicam

zonas carregadas negativamente. No in-

terior do canal as zonas a amarelo re-

presentam as paredes com característi-

cas hidrofóbicas da cavidade central.
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figura 3 Filtro de selectividade com 4 posições possíveis para o ião K. A. Ião K - à entrada extracelular com 8 moléculas de água coordenadas e dentro do
fi ltro de selectividade 2 iões K nas posições 1 — 3 e 2 moléculas de água nas posições 2 — 4. B. Ião K à entrada extracelular parcialmente desidratado
devido à presença de grupos carbonilo à entrada do poro e 2 iões K - nas posições 2 — 4 e 2 moléculas de água nas posições 1 — 3. C. Coordenação de 4
iões K' no interior do filtro de selectividade, em que cada ido está localizado no centro de 8 átomos de oxigénio. (Retirada da referência 3).

Filtro de Selectividade

Mackinnon e colaboradores verificaram

em 2001 (3) que o filtro de selectividade

apresenta à entrada extracelular 4 gru-

pos carbonilo (—C=O, de 4 glicinas, uma

de cada monómero) capazes de retirar

metade das camadas de hidratação do

ião, ajudando na desidratação ou hidra-

tação dos iões que entram ou saem do

filtro (figura 3). Os 5 aminoácidos da

"assinatura" (TVGYG) que forram a parte

mais estreita do poro apresentam para o

seu interior os grupos carbonilo da sua

cadeia principal e desviam para o inte-

rior da membrana os seus resíduos que

estabelecem interacções com o resto da

proteína. Assim, no interior do filtro exis-

tem os grupos carbonilo necessários à

estabilização do K - dentro do canal, de-

terminando a especificidade para o ião.

O diâmetro do canal (2.8 A) permite a

optimização das interacções entre os

oxigénios dos grupos — C=0 e o K' im-

possibilitando no entanto que as mes-

mas se possam estabelecer com iões

mais pequenos (como o Na'). Este diâ-

metro parece ser consequência directa

das interacções (van der Waals ou pon-

tes de H) que os resíduos dos 5 ami-

noácidos estabelecem com o resto da

proteína (visto estarem orientados para

as hélices e meias hélices e não para o

centro do canal) e da presença dentro

do canal do próprio ião K - . Mackinnon e

colaboradores verificaram que o diâme-

tro do filtro diminuía drasticamente em

estruturas obtidas em meios com con-

centrações muito baixas de potássio (o

filtro quase colapsava), tendo concluído

então que não eram só os aminoácidos

da "assinatura" que determinavam o

diâmetro do canal, mas também a pre-

sença do ião Ks dentro do mesmo. Su-

geriram então que esta diminuição de

diâmetro observada em concentrações

baixas de K' poderia estar ligada ao fe-

nómeno da rectificação observado em

experiências de electrofisiologia. Assim,

as taxas de permeação de K- , medidas

quando o fluxo se processa do meio ex-

terior (onde a [K'] é baixa) para o interior

(onde a [K - ] é elevada), são muito mais

baixas que as medidas em sentido con-

trário.

Embora dentro do filtro existam 4 posi-

ções (1 a 4) possíveis para o K', só duas

podem ser ocupadas simultaneamente

(1-3 ou 2-4), sendo as outras duas

ocupadas por moléculas de água.

Assim, dentro do filtro existem simulta-

neamente só 2 iões de K - separados por

1 molécula de água. A selectividade do

canal é conferida pelo seu filtro (grupos

carbonilo e dipolos) e a rápida condução

é conseguida à custa da repulsão elec-

trostática que se verifica quando um ter-

ceiro ião entra dentro do canal.

Cavidade Central

A cavidade central que liga o filtro de se-

lectividade ao meio intracelular tem

28 A de comprimento e 10 A de diâmetro

e está hidratada, criando um ambiente

favorável ao K' (de elevada constante

dieléctrica contrastando com o interior

da bicamada lipídica, figura 2 A). No

centro da cavidade e na direcção da en-

trada do filtro de selectividade existe um

ão K , que se mantém hidratado com 8

moléculas de água ordenadas (4 acima

e 4 abaixo do ião), existindo no resto da

cavidade mais moléculas de água de-

sordenadas chegando-se a atingir uma

[K'] = 2 M. O posicionamento do ião no

centro da cavidade e na direcção do fil-

tro de selectividade, assim como a pre-

sença à entrada do filtro dos pólos ne-

gativos das 4 meias hélices, favorecem a

entrada no filtro do ião residente na ca-

vidade. A superfície da cavidade está

forrada por resíduos com características

hidrofóbicas, não havendo, pois, qual-

quer interacção entre estas paredes e o

K` ou a água, facilitando, assim, a pas-

sagem do ião para o filtro.

Devido à inclinação com que as hélices

S6 e S5 atravessam a bicamada, a en-

trada citoplasmática da cavidade central

é muito estreita quando o canal não está

activado, pois as extremidades das héli-

ces S6 entrecruzam-se fechando o

canal (figura 1 C). A abertura dá-se por

afastamento destas extremidades quan-
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figura 4: Canal KvAP com 6 hélices S1 a S6.

As S5 e S6 são as mais interiores e os

sensores de voltagem S3b — S4 (a vermelho)

as mais exteriores. A ligação S4 — S5 "linker"

sente o movimento dos sensores de voltagem e
transmite-o às hélices S5 e S6 provocando

nestas alterações conformacionais e a
consequente abertura ou fecho do canal. A.
Canal inactivo com sensores no interior da

camada bilipídica perto do meio

citoplasmático. B. Canal activado, sensores

movimentam-se e aproximam-se da superfície

extracelular. (Retirada da referência 5).

figura 5: Modelo que exemplifica os dois

estados do canal associados à posição dos

sensores de voltagem. As cargas positivas da

hélice S4 provocam uma corrente "gating

current' no seu movimento através da
membrana. A. Canal inactivo, fechado. B.
Canal activo, aberto. (Retirado da referência

4) .

do o canal é activado (por voltagem, li-

gandos ou processos intracelulares).

Activação do Canal por

Afastamento das Hélices S6

O entrecruzamento das 4 hélices S6

provoca o fecho da cavidade central cor-

respondendo esta configuração a uma

forma inactiva do canal. Quando o canal

é activado, há um afastamento dos ter-

minais das S6 criando-se uma abertura

de 12 A de diâmetro da cavidade central

para o lado citoplasmático. Esta abertu-

ra só é possível devido à flexibilidade

das hélices S6 que lhes é conferida pela

presença de um resíduo de glicina a

meio da hélice. A glicina é o aminoácido

que tem o grupo lateral mais pequeno e

a sua presença confere às proteínas

uma grande mobilidade nesse ponto

(comporta-se como uma dobradiça).

Assim, se for aplicada uma força lateral

às hélices S6, os seus terminais intrace-

lulares afastam-se surgindo uma conti-

nuidade entre a cavidade central e o

meio citoplasmático reduzindo-se ao fil-

tro de selectividade a zona de permea-

ção do canal. Verifica-se que há uma

conservação desta glicina (dobradiça)

em todos os canais de K - actualmente

conhecidos, assim como há a conserva-

ção de um outro resíduo (alanina ou gli-

cina) a uma distância de 5 aminoácidos

da dobradiça e mais próximo do meio

intracelular. Devido à localização parti-

cular deste segundo aminoácido na S6,

o seu resíduo está apontado para o inte-

rior da cavidade o que determinaria que,

se a sua dimensão não fosse suficiente-

mente pequena, a abe rtura da cavidade

ficasse bloqueada mesmo quando o

canal estivesse activado.

Sensores Voltagem

Nos artigos publicados na revista Nature

já em 2003 (4, 5), Mackinnon e colabo-

radores tentaram obter a estrutura de

um canal com 6 segmentos (S1 a S6)

tendo verificado que a obtenção de cris-

tais de várias destas proteínas era muito

difícil, possivelmente devido à grande

mobilidade dos primeiros 4 segmentos,

obtendo-se em geral agregados de tetra-

meros impossibilitando, assim, a cristali-

zação. Sabendo desta dificuldade e de-

pois de uma pesquisa exaustiva,

conseguiram finalmente cristalizar ca-

nais de K* de uma arqueo bactéria ter-

mofílica Aeropyrum pernix KvAP e com

estes estudos pretenderam elucidar fun-

damentalmente os mecanismos envolvi-

dos na activação dos canais por volta-

gem.

Verificaram para estes canais KvAP que

toda a região do poro (filtro de selectivi-

dade e cavidade central) era idêntica à

descrita anteriormente e que, tal como

no canal KcsA, as hélices S5 (exterior) e

S6 (interior) eram as envolventes do

canal condutor e mantinham as mes-

mas estruturas antiparalelas. Mackin-

non e colaboradores sugeriram então

que o movimento de abe rtura do canal

provocado pelo afastamento dos termi-

nais citoplasmáticos da S6 a pa rt ir da

glicina (dobradiça), devia ser acompa-

nhado por igual movimento das S5,

sendo que o conjunto se moveria como

um bloco.
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A estrutura mostrou que as restantes

hélices (S1 a S4) se encontram mais

afastadas do centro do poro. Na cama-

da concêntrica seguinte à S6—S5 encon-

tram-se as hélices S1 e S2, sendo a lo-

calização mais afastada do centro a das

S3 e S4 (figura 4 A e B para canal inac-

tivo e activo respectivamente). Verifica-

ram no entanto que, contrariamente ao

previsto anteriormente, o segmento S3

não é constituído por uma só hélice,

mas sim por 2 hélices, as S3a e S3b, li-

gadas por uma ansa "loop". A S3b por

sua vez está intimamente ligada por

uma ansa ao terminal amino da S4 e

este conjunto tem características muito

hidrofóbicas (exceptuando 5 resíduos,

argininas, carregados positivamente,

distribuídas pela S4). MacKinnon e cola-

boradores verificaram que estes conjun-

tos S3b—S4 dos 4 monómeros eram os

sensores de voltagem e baptizaram-nos

de pás sensores de voltagem, "voltage

sensor padles". Descreveram-nos de

acordo com as suas características de

polaridade, carga e estrutura secundária

como sendo hidrofóbicos, catiónicos,

hélice-dobra-hélice.

Estudos sobre a estrutura dos sensores

mostraram que estes são móveis poden-

do adoptar diversas configurações. Os

sensores estão limitados pela ansa (fle-

xível) de ligação entre S3a e S3b no seu

N terminal e por uma curva apertada

mas flexível na sua ligação (por uma gli-

cina) à S5 no seu terminal C. A mobili-

dade destes sensores permite-lhes uma

grande liberdade de movimentos relati-

vamente ao resto da proteína.

Na estrutura cristalina do canal inactivo

os sensores de voltagem encontram-se

no perímetro exterior do canal, no inte-

rior da bicamada, localizados pe rto do

lado citoplasmático. Quando o canal

está activo, estudos electrofisiológicos

mostraram que determinados aminoáci-

dos da S4 se ligavam a toxinas quando

estas eram aplicadas no exterior. Estas

observações sugerem que no processo

de activação do canal os sensores con-

seguem percorrer distâncias muito lon-

gas através da bicamada (= 20 A),

desde o seu interior na vizinhança do

lado intracelular para o exterior da

mesma, arrastando as suas cargas atra-

vés da membrana e expondo ao meio

extracelular parte da sua estrutura.

Assim, os sensores de voltagem com-

portam-se como catiões hidrofóbicos li-

gados a alavancas que, respondendo a

variações do campo eléctrico, se deslo-

cam a grandes distâncias provocando

alterações conformacionais ao nível da

ligação S4—S5, que são sentidas pelas

hélices S5 e S6, que se movem em

bloco, causando a abertura ou fecho

dos canais.

As alterações de voltagem, que activam

o canal, provocam o movimento das car-

gas positivas da S4 (argininas, figura 5)

originando uma pequena corrente, "ga-

ting current", cuja existência já tinha

sido prevista há 50 anos por Hodgkin.

As hélices S2 possuem, por seu lado, re-

síduos acídicos que possivelmente ser-

vem para estabilizar as cargas das argi-

ninas quando estas se movimentam

através da bicamada.

Rigidez Versus Flexibilidade da
Proteína

Assim, a rigidez da proteína na vizinhan-

ça do filtro de selectividade é uma ca-

racterística necessária à discriminação

dos iões em função dos tamanhos (con-

duz K . mas não Na'), contrastando com

a flexibilidade observada nos sensores

de voltagem e nas porções citoplasmáti-

cas das hélices S5 e S6 envolvidas nos

processos de activação do canal.

Peter Agre
"pela descoberta do canal de água"

Canal de água — Peter Agre

A água é o componente mais abundan-

te do nosso organismo, constituindo

cerca de 60% do peso total e estando

distribuída internamente entre os com-

partimentos intra e extracelulares, sepa-

rados pelas membranas celulares.

Sendo estas em geral muito permeáveis

à água, verifica-se que há isotonicidade

(igual concentração de água) em prati-

camente todas as áreas do organismo

(exceptuando algumas zonas no rim).

0 volume dos vários compa rt imentos in-

ternos é muito sensível aos gradientes

osmóticos através das membranas celu-

lares e a sua regulação é essencial pois

certas estruturas estão alojadas em

compa rt imentos rígidos, como é o caso

do sistema nervoso central (alojado na

caixa craniana e canal vertebral), e de

ce rtos órgãos sólidos que estão rodea-

dos por cápsulas fibrosas inextensíveis

(rim e fígado). O aumento de volume

destas células pode determinar a com-

pressão dos vasos sanguíneos e com-

prometer a irrigação necessária à sua

sobrevivência.

0 sistema urinário tem como função a

regulação do volume, composição e pH

do meio interno de todo o organismo, re-

movendo para o exterior os produtos do

metabolismo, os excessos de água, sal,

H - e de outros electrólitos do plasma eli-

minando-os na forma de urina. Para

isso, os rins formam cerca de 180 1/dia

de filtrado (plasma sem proteínas) e eli-

minam cerca 1.5 I/dia sob a forma de

urina, reabsorvendo, po rtanto, mais de

99% do filtrado. Sendo as flutuações da

osmolalidade do espaço extracelular (e,

po rtanto, do plasma sanguíneo) nos ma-

míferos muito pequenas, isso significa

que a maior parte das trocas verificadas

entre o meio exterior e o interior do or-

ganismo são praticamente isotónicas.

Os dois exemplos expostos (controlo de

volume de compa rt imentos e reabsor-

ção de grandes volumes de filtrado no

rim) demonstram a existência de dois

mecanismos de transpo rte de água dis-

tintos, o das trocas através de membra-

nas celulares, em que as moléculas de

água se movem independentemente

dos iões, e outro mais complexo através

de paliçadas de células (epitélios), cujos

mecanismos físicos ainda não estão es-

clarecidos e que envolve o movimento

das moléculas de água ligadas aos mo-

vimentos de sal.



figura 6 Estrutura do Tetrámero de AQP1, em
que cada monómero está representado por
uma cor diferente. É visível para o monómero
cinzento as 6 hélices transmembranares 1 a 6
e as duas meias hélices das ansas B e E. A.
Vista de topo. B. Vista lateral. (Retirada da
referência 8).
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Sabe-se hoje que, embora as camadas

bilipídicas sejam em geral muito permeá-

veis à água, existem muitas células do or-

ganismo cujas membranas celulares

contêm canais específicos para o trans-

porte de água, e que em alguns casos a

inserção destes canais está sob controlo

hormonal (hormona antidiurética).

A identificação da estrutura proteica

(aquaporina, AQP) responsável pelo

transporte de água em glóbulos verme-

lhos foi feita pelo grupo de Peter Agre no

início da década de 90, embora já se

soubesse da existência destes canais

desde os anos 50. Esta descobe rta per-

mitiu a identificação desta família de pro-

teínas nas várias células do organismo, o

aprofundamento do seu estudo através

de experiências de mutagénese e, mais

recentemente, a determinação da sua

estrutura cristalográfica com a conse-

quente visualização dos mecanismos de

selectividade e rápida condução.

Actualmente estão descritas mais de

dez AQPs distribuídas por diferentes cé-

lulas do organismo tendo sido a AQP1 a

primeira a ser identificada nas membra-

nas do glóbulo vermelho e mais tarde

nas do túbulo proximal do rim de mamí-

fero. Actualmente sabe-se que as AQPs

estão amplamente distribuídas pelas cé-

lulas dos vários órgãos, mas a sua fun-

ção específica ainda não é clara, saben-

do-se, no entanto, que devem ter um

papel relevante na regulação do volume

celular, estando ainda em discussão na

comunidade científica o seu envolvi-

mento nos movimentos transepiteliais

referidos anteriormente.

Transporte de água — Estudos

funcionais

Desde os anos cinquenta e muito antes

da identificação das AQPs que se estu-

da o transporte de água através das

membranas celulares (6). Foram esta-

belecidos ao longo dos anos os critérios

usados para a detecção da presença de

canais de água funcionais nas membra-

nas celulares, passando estes pela ava-

liação das permeabilidades osmótica e

difusional e das energias de activação

para o transporte na presença e ausên-

cia de inibidores específicos. Na ausên-

cia de canais, a água movimenta-se só

pela via bilipídica sendo a energia de ac-

tivação medida para o transporte eleva-

da e as permeabilidades osmótica e di-

fusional iguais. Na presença de canais

funcionais a energia de activação é

baixa, a permeabilidade osmótica é su-

perior à difusional e sabe-se actualmen-

te que a sua razão é uma medida do n.°

de moléculas de água dentro do canal.

A primeira evidência para a existência

de canais no glóbulo vermelho surgiu na

década de cinquenta quando um grupo

de Harvard dirigido por A.K. Solomon

verificou que a permeabilidade osmótica

era superior à difusional. Passados um

pouco mais de dez anos (finais dos anos

sessenta) o grupo de R. Macey em Ber-

keley descreveu a acção inibidora de

reagentes mercúricos (em especial o ca-

tião sulfonato de p-fenil de mercúrio II,

PCMBS), tendo demonstrado que a

energia de activação para o transporte

osmótico passava de um valor baixo

para um elevado, quando os canais

eram inibidos. No início da década de

oitenta eram escassos na literatura os

estudos de transporte difusional, visto as

técnicas disponíveis para a sua medição

serem de muito difícil execução e os re-

sultados pouco reprodutíveis. Discutia-

se então na comunidade científica o me-

canismo de permeação da água através

destes canais. Estava em questão se

estes eram largos, não selectivos e se o

fluxo de água poderia ser considerado

laminar (tese defendida pelo grupo de

Solomon), ou se, pelo contrário, o canal

era selectivo para a água (excluindo

todos os outros solutos, incluindo o pro-

tão), sendo o mecanismo de transporte

o de difusão em fila única (ideia defen-

dida pelo grupo de R. Macey, com o

qual eu já colaborava). Para a resolução

desta questão era, no entanto, necessá-

rio desenvolver uma estratégia experi-

mental que passasse pela avaliação

conjunta das permeabilidades osmótica

e difusional em células tratadas com

concentrações diferentes de um inibidor

que fechasse os canais de um modo

tudo ou nada e cujo efeito no transporte

de outros solutos fosse também avalia-

do. Surgiu por essa altura na literatura

um artigo sobre a possível aplicação da

técnica de RMN à medição de permea-

bilidades difusionais e, estando eu inte-

grada na Universidade Nova de Lisboa

no grupo do Prof. António Xavier, tive a

opo rtunidade única de discutir com ele

essa possibilidade. Foi assim que, em

colaboração com a Prof. Helena Santos,

então integrada no grupo do Prof. Antó-

nio Xavier, fizemos um conjunto de ex-

periências que nos permitiram propor

em 1984 que o canal de água era espe-

cífico para a água, estreito (diâmetro
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figura 7 A. Vista lateral de um monómero de
AQP1. É visível a localização citoplasmática dos
terminais amino e carboxílico e a grande
aproximação no centro do canal entre os
terminais N (Asn) das duas meias hélices (HE e
HB). B. Representação esquemática do
mecanismo de reorientação das moléculas de
água ao nível dos dipolos (das meias hélices)
que provoca a quebra de pontes de H entre
moléculas de água vizinhas, bloqueando assim a
passagem do protão. (Retirada da referência 8).

molécula de água) e que o mecanismo

de transporte era por difusão em fila

única, com cerca de 11 moléculas de

água por canal. Sugerimos também que

a exclusão do H - deveria estar relacio-

nada com a presença de cargas positi-

vas dentro do canal e/ou com a impossi-

bilidade das moléculas de água

formarem um contínuo dentro do canal,

impossibilitando, assim, um mecanismo

de Grôtus.

Em meados dos anos oitenta começa-

ram a aparecer também as primeiras

evidências experimentais para a presen-

ça de canais de água nas células do tú-

bulo proximal do rim, baseadas em me-

dições de energia de activação e na

inibição parcial do transpo rte osmótico

observado por reagentes mercúricos.

Identificação do canal de água e

respectiva estrutura

A identificação do canal foi uma desco-

berta fo rtuita feita em 1987 por Peter

Agre até então um hematologista a in-

vestigar antigénios da membrana de eri-

trócitos. Ao purificar um antigénio dos

grupos Rh obteve como contaminante

uma proteína de 28 kDa muito abun-

dante nos eritrócitos, (160 mil cópias

por célula), que até então nunca tinha

sido detectada pelos fisiologistas da al-

tura por não corar com azul de Coomas-

sie (o corante mais usado na detecção

de proteínas). Estava-se na época em

que no glóbulo vermelho já haviam sido

identificados quase todos os transporta-

dores existentes, faltando só a identifica-

ção da estrutura proteica (tão procurada

pelos fisiologistas), responsável pelo

transpo rte de água: "o canal de água".

Peter Agre e seus colaboradores de-

monstraram em 1992 (7) que a então

chamada CHIP28 "Channel like integral

membrane protein", era o tão procurado

canal de água da membrana do eritróci-

to, o qual foi posteriormente também

identificado como o canal de água das

células do túbulo proximal do rim de

mamífero. Exprimiram a CHIP28 em oó-

citos de Xenopus, cujas membranas são

muito impermeáveis à água, e verifica-

ram que estes começavam a inchar

quando imersos em água contrariamen-

te a oócitos controlo que não tinha sido

injectados. Observou-se na mesma altu-

ra que a reconstituição de fracções puri-

ficadas de CHIP28 em lipossomas sinté-

ticos induzia um grande aumento da

permeabilidade à água, tendo-se calcu-

lado que cada canal transpo rtava cerca

de 3x108 moléculas de água por segun-

do. A estrutura quaternária da proteína

foi visualizada por microscopia electróni-

ca em fragmentos membranares con-

tendo CHIP28, tendo-se observado que

esta formava tetrãmeros. Em 1993 Agre

propôs o nome aquaporina, ficando o te-

trâmero de CHIP28 a ser conhecido por

AQP1, no qual cada subunidade é um

canal de água.

Estrutura do monómero da

AQP 1

A figura 6 A e B mostra duas vistas (topo

e lateral) da estrutura do tetrâmero de

AQP1, publicada por um grupo de inves-

tigadores em colaboração com Agre em

2000 (8), em que cada monómero está

representado com uma cor diferente.

Cada monómero da AQP1 tem 269 ami-

noácidos organizados por 6 hélices

transmembranares ligadas por 5 ansas

identificadas por letras (A a E) e com

duas sequências Asn-Pro-Ala (NPA)

conservadas em todas as AQPs conhe-

cidas. Por experiências de mutagénese

foram identificados em 1993 dois resí-

duos na vizinhança próxima das se-

quências NPA, a cisteína Cys189 (na

ansa E) responsável pela inibição do

canal provocada pelo PCMBS e a alanina

A1a73 (na B) que, quando substituída

por outro resíduo de maiores dimen-

sões, causava uma inibição idêntica à

do PCMBS. Foram estes dados que em

1993 levaram à proposta de que, se o

canal era específico só para a água, a

sua zona de constrição deveria estar lo-

calizada pe rto das sequências NPA e foi

postulado que o canal deveria ter a

forma de uma ampulheta.

A pa rt ir dos dados de estrutura de cada

monómero pôde constatar-se que as hé-

lices estão organizadas em dois grupos

distintos (2, 1, 3, e 5, 4, 6), que se jun-

tam, formando um canal interior (figura

7 A e 7 B). No primeiro grupo, as héli-

ces 1 e 2 atravessam a bicamada quase

paralelas entre si, num ângulo de 25.°

relativo ao eixo perpendicular ao plano

da membrana e a hélice 3 apresenta

uma inclinação de cerca de 40.° em

sentido oposto, sendo a situação idênti-

ca no outro grupo. A estabilização deste

conjunto é feita a pa rt ir de interacções

estabelecidas entre resíduos de hélices

vizinhas, e da presença, nas zonas de
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figura 8 A. Monómero de AQP1 onde estão
sobrepostos imagens instantâneas da
trajectória de urna molécula de água
resultantes de simulações moleculares
dinâmicas com duração de 3.3 ns. No interior
do canal são visíveis cerca de 11 moléculas de
água. A coloração amarela da superfície
refere-se a paredes capazes de interagir com
moléculas de água. B. Representação em fita
onde são visíveis vários aminoácidos no
interior do canal envolvidos directamente no
processo da condução saltatória. (Retirada da
referência 9) 

contacto entre hélices, do resíduo mais

pequeno, a glicina.

Sabe-se também que as NPA são se-

quências terminais de duas meias héli-

ces, (existentes em segmentos das duas

ansas B e E), que pa rtem de faces opos-

tas da superfície da membrana em ân-

gulos de inclinação semelhantes (=35.°)

e, ao atingirem o centro da bicamada,

projectam para o interior do canal os

grupos amido dos resíduos N terminais

(Asn192 e Asn76). Estas duas meias

hélices em conjunto, ao contrário das

outras, parecem formar uma sétima hé-

lice transmembranar torcida. As forças

que mantêm os grupos amido tão próxi-

mos um do outro e no centro do canal,

são interacções de van der Waals entre

as duas Prolinas das sequências NPA e

a formação de um par iónico a cerca de

5 A de distância entre a His74 da meia

hélice B e o GIu17 da hélice 1.

Estrutura clarifica o Mecanismo

de Permeação e a

Especificidade do Canal à água

Um tetrâmero de AQP1 tem quatro ca-

nais, sendo os canais totalmente especí-

ficos para a água e o transpo rte de água

extremamente rápido (= 3x10 9 s').

Assim, a AQP1, para além de excluir

qualquer soluto de dimensões superio-

res a 2.8 A, exclui também o protão.

Teoricamente, se o transpo rte de água

em fila única permitisse ás moléculas de

água a formação de pontes de hidrogé-

nio ao longo de todo o comprimento do

canal, isso permitiria que a condução do

protão fosse extremamente rápida, (me-

canismo de Grõtus). Este mecanismo

para o transpo rte do protão foi verificado

experimentalmente em canais de grami-

cidina (antibiótico) incorporados em

membranas artificiais.

A resolução da estrutura do canal de

água feita por este grupo de investiga-

dores em colaboração com Agre em

2000 (8) veio confirmar as nossas pro-

postas feitas em 1984: mecanismo por

difusão em fila única para o transporte

de água através dos canais; inibição do

transporte tudo ou nada provocada pelo

PCMBS, e causas de exclusão do trans-

porte do protão pela AQP1.

Filtros de Selectividade e

Interacções entre Moléculas de
Água e Parede do Canal

Groot e Grubmüller do Instituto Max

Plank em Gõttingen em 2001 (9), a par-

tir de modelos de simulação dinâmica

molecular da permeação de moléculas

de água em tempo real, observaram a

elevada taxa de transpo rte de água. O

modelo que desenvolveram foi baseado

nos dados estruturais da AQP1 e nas

muito baixas energias de activação para

o transporte medidas. A figura 8 A e B

mostra a localização dentro do canal das

moléculas de água, quando se sobre-

põem as imagens instantâneas obtidas

por simulação dinâmica do trajecto de

uma só molécula. Pela observação da fi-

gura 8 B pode acompanhar-se passo a

passo o trajecto percorrido pelas molé-

culas de água e verificar as interacções,

que esta estabelece com as paredes do

canal, durante esse percurso.

Entrada do canal pelo lado intracelular:

A entrada é larga permitindo interac-

ções entre as várias moléculas de água.

Segue-se uma zona mais estreita onde

as moléculas de água conseguem esta-

belecer interacções com as paredes do

canal, com grupos carbonilo da cadeia

principal dos resíduos Gly 72, Ala 73 e

His 74, que precedem a sequência

NPA da meia hélice B.

Entrada do canal pelo lado extracelular:

Nesta entrada existem os resíduos Lys

36 na ansa A e Ser 123 na ansa C, ca-

pazes de interagir com as moléculas de

água. Tal como descrito para o lado in-

tracelular, existem também interacções

entre as moléculas de água e grupos

carbonilo da cadeia principal dos resí-

duos Cys 189. Gly 190 e Ile 191, si-

tuados antes das sequências NPA da

meia hélice E. A presença do resíduo de

Cys 189, que se projecta para dentro do

poro, sugere que a inibição do transpor-

te, observada com PCMBS, é devida à

oclusão do canal, tal como foi sugerido

em 1984.

Região ar/R — 1.° Filtro de selectividade:

Do lado extracelular e a cerca de 8 A do

centro da bicamada, estão projectados

para o interior do canal três resíduos vo-
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fumosos, His 180. Phe 56 e Arg 195,

que criam a zona mais estreita do canal

com cerca de 2.8 A de diâmetro. Esta

zona exclui, assim, todas as moléculas

de diâmetro superior. A carga positiva da

Arg 195 neste local é também uma bar-

reira à passagem de catiões, incluindo o

protão. O carácter hidrofóbico do resí-

duo da Phe 56 obriga a que a molécula

de água se reoriente para se afastar

deste resíduo e se aproximar da Arg

195 e da His 180, estabelecendo com

estes fo rtes interacções.

Região NPA - 2.° Filtro de selectividade:

As duas meias hélices têm característi-

cas especiais de dipolo com os pólos po-

sitivos muito próximos orientados para o

centro do canal. O campo electrostático

resultante obriga à reorientação dos di-

polos das moléculas de água, de modo

a que o átomo de oxigénio destas se

aproxime dos grupos amido dos resí-

duos Asn 192 e Asn 76 das sequências

NPA, favorecendo a formação de pontes

de H (figura 7 B). A presença, na pare-

de oposta do canal, de um resíduo volu-

moso hidrofóbico, a Phe 24, ajuda à

reorientação da molécula de água, favo-

recendo a sua interacção com as duas

Asn. A reorientação dos dipolos da água

à passagem pelas sequências NPA,

quebra eventuais pontes de H que as

moléculas de água pudessem ter esta-

belecido com outras moléculas vizinhas.

Assim, o campo electrostático formado

pelas meias hélices impede a passagem

do protão por um mecanismo de Grõtus

e repele o protão por este ter carga posi-

tiva, servindo como um 2.° filtro à sua

passagem.

Zonas Hidrofóbicas da parede do canal:

Existem duas zonas hidrofóbicas no in-

terior do canal, nas quais os resíduos da

parede são incapazes de estabelecer in-

teracções com moléculas de água. A

primeira zona situa-se entre os dois fil-

tros, zonas ar/R e NPA (dipolos), e a se-

gunda entre estes e a entrada intracelu-

lar. Os resíduos hidrofóbicos da parede

da primeira zona são Phe 56. Ile 191.

Val 176. e da segunda são Ile 60. Leu

75. Val 79 e Leu 149. A passagem das

moléculas de água por estas zonas é ex-

tremamente rápida, pois estas não con-

seguem interagir com estes resíduos

das paredes do canal.

Mecanismo e Dinâmica da

AQP1 - Condução Saltatória

Mecanismo por difusão em fila única: O

canal tem cerca de 20 A de compri-

mento e 3 A de diâmetro na sua zona

mais estreita, o suficiente para permitir a

passagem de moléculas de água. Das

simulações dinâmicas moleculares põde

observar-se que as moléculas permane-

cem em fila única, havendo cerca de 11

moléculas de água dentro do canal, tal

como previsto em 1984 (figura 8 A).

Condução Saltatória: No interior do

canal o movimento das moléculas de

água assemelha-se a um movimento

saltatório, em que as moléculas saltam

de interacção em interacção, passando

rapidamente pelas zonas hidrofóbicas

do canal onde essas interacções não

são possíveis. Entrando pelo lado extra-

celular, as interacções entre moléculas

de água e resíduos de parede iniciam-se

com a Lys 36 e Ser 123, seguindo-se os

resíduos hidrofílicos da região ar/R. De

imediato, as moléculas de água pratica-

mente saltam desta zona para a zona

dos dipolos, pois, entre ambos, estende-

se a primeira zona hidrofóbica. Quando

chegam à zona dos dipolos há a reo-

rientação das moléculas, quebrando

qualquer ponte de H que possam ter es-

tabelecido com moléculas vizinhas. Ao

saírem desta zona, o movimento das

moléculas é de novo acelerado para que

a nova travessia de um ambiente hidro-

fóbico seja rápida, permitindo chegar a

zonas mais favoráveis. Na entrada intra-

celular do canal, as moléculas podem

interagir entre si dado que esta é uma

entrada larga. Daí parecer que as molé-

culas de água, ao percorrerem o canal,

saltam de interacção em interacção,

numa espécie de Condução Saltatória.

Rapidez de transporte: O movimento co-

lectivo de moléculas de água, que baixa

drasticamente a energia de activação.

parece ser o responsável pelas elevadas

taxas de condução medidas.

Notas

'Todas as figuras retiradas das referências
estão autorizadas pelos respectivos editores.
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